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Verschiedene Spezies der zu den α-Proteobakterien gehörenden Ordnung Rhizobiales sind in 
der Lage eine Symbiose mit Pflanzen der Familie Fabales (Leguminosen) einzugehen 
(Spaink et al. 1998; Madigan et al. 2000). Diese zur Symbiose fähigen Bakterien der 
Gattungen Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium und 
Allorhizobium werden unter dem Begriff Rhizobien zusammengefasst (Ndoye et al. 1994; 
Lajudie et al. 1998). Sie induzieren bei ihren jeweiligen Wirtspflanzen die Bildung von neuen 
Organen im Bereich der Wurzel oder des Stammes (Tsien et al. 1983). Die Bildung dieser als 
Knöllchen bezeichneten Organe wird durch die Synthese und Freisetzung von sogenannten 
Nodulationsfaktoren (Nod-Faktoren) durch die Bakterien ausgelöst (Lerouge et al. 1990; 
Spaink et al. 1991). Die Besiedlung der Knöllchen durch die Bakterien erfolgt über sich 
bildende Infektionsschläuche im Bereich der Wurzelhaare (Brewin 1998). Innerhalb des sich 
teilenden Knöllchenmeristems erfolgt die Endozytose der Bakterien in die Pflanzenzellen. 
Diese nun als Bacteroide bezeichneten Bakterien, der umliegende Peribacteroidraum und die 
umschließende Plasmamembran werden als Symbiosom zusammengefasst. Als Bacteroid 
fixieren die Mikrosymbionten durch Reduktion atmosphärischen, molekularen Stickstoff in 
Form von Ammonium (Kaminski et al. 1998). Der fixierte Stickstoff wird dann als 
Ammonium und eventuell auch in Form von Aminosäuren wie Alanin über die 
Bacteroidmembran transportiert (Mouritzen & Rosendahl 1997; Waters et al. 1998; Allaway 
et al. 2000). Die Bakterien erhalten im Gegenzug von der Pflanze verschiedene 
Verbindungen, z.B. C4-Dicarboxylsäuren als Kohlenstoff- und Energiequelle (Finan et al. 
1983; Ronson et al. 1987; Kahn et al. 1998). 
 
 Einleitung  
 
2
1.2. Signalaustausch zwischen den Partnern der Symbiose 
 
Eine Vorrausetzung für die Ausbildung einer funktionierenden Symbiose ist ein 
Signalaustausch beider Partner. Durch den gegenseitigen Austausch erkennen sich die 
jeweiligen Symbiosepartner und es kommt zu einer Spezies-spezifischen Symbiose. 
Pflanzen sezernieren im Bereich der Wurzel neben einer Vielzahl organischer Substanzen 
auch polyzyklische, aromatische Verbindungen. Diese als Flavonoide (2-Phenyl-1,-
Benzopyrone) zusammengefasste Substanzklasse dient den Rhizobien als Erkennungssignal 
(Tab. 1.1). Wirtsspezifische Flavonoide induzieren bei den entsprechenden Mikrosymbionten 
eine Expression der für die Bildung der Nodulationsfaktoren notwendigen Gene (nod-Gene: 
nod, nol, noe). 
Tab. 1.1 Beispiele für Symbiosepartner mit dem induzierendem Flavonoid 
Rhizobium Wirtspflanze  induzierendes Flavonoid 
Bradyrhizobium japonicum Sojabohne (Glycine spp.) Genistein, Daidzein Kosslak et al. 1987 
Rhizobium leguminosarum bv. 
trifolii 
Klee (Trifolium spp.) 4’,7-DihydroxyflavonRedmond et al. 1986 
Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae 
Wicke (Vicia spp.) 
Erbse (Pisum spp.) 
Eriodyctiol, Hesperitin, Naringenin, 
Apigenin Zaat et al. 1987 
Sinorhizobium meliloti Luzerne (Medicago spp.) Luteolin Peters et al. 1986 
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata Naringenin Goethals et al. 1990 
 
Als Antwort auf die durch die Pflanze sekretierten Induktoren erfolgt die Expression der nod-
Gene in den Rhizobien. Deren Produkte sind für die Synthese und Modifikation von 
Lipochitooligosacchariden (LCOs) zuständig. Diese als Nod-Faktoren bezeichneten 
Verbindungen haben eine von der Rhizobienspezies abhängige Struktur und Modifikation 
(Tab. 1.2). Die Nod-Faktoren bestehen in ihrer Grundstruktur aus β-1,4-verknüpften N-
Acetylglucosaminen. Die N-Acetylglucosaminyltransferase NodC verknüpft die einzelnen 
Monomere, wobei die Kettenlänge je nach Bakterienspezies variiert (Geremia et al. 1994; 
Spaink et al. 1994). Anschließend erfolgt die Abspaltung des N-Acetylrestes vom 
nichtreduzierten Ende der Kette durch NodB (John et al. 1993; Spaink et al. 1994). Die 
Grundstruktur wird durch das Anhängen eines Fettsäurerestes durch die Acyltransferase 
NodA komplettiert (Debellé et al. 1996). 
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Tab. 1.2 Ausgewählte Nod-Faktoren und ihre Modifikationen. Pfeile zeigen die 
Stellen der Modifikationen mit Angabe der zugehörigen Enzyme.; Ac: Acetyl, AcFuc: 
Acetylfucose, Cb: Carbamoyl, Fuc: Fucosyl, H: Wasserstoff, Me: Methyl, MeFuc: 
Methylfucose, OH: Hydroxyd, Q: Fettsäurerest; modifiziert nach Perret et al. (2000) 
 
 





Me OH Cb, H Fuc, H Ara 
H 







Ac, H MeFuc H 2, 3 Carlson et al. 1993 
Bradyrhizobium japonicum 
USDA110 
C18:1 H OH H MeFuc H 3 Sanjuan et al. 1992 




H AcFuc H 3 Poupot et al. 1995 
Rhizobium fredii 
USDA257 
C18:1 H OH H Fuc 
MeFuc 
H 1, 2, 3 Bec-Ferte et al. 1994 
Rhizobium leguminosarum 







H OH H, Ac H H 1, 2, 3 Orgambide et al. 1995 
Sinorhizobium meliloti C16:2 H H H, Ac SO3H H 2 Roche et al. 1991 
 
Je nach Rhizobienspezies wird das Grundgerüst der Nod-Faktoren modifiziert. NodEF 
synthetisiert unter anderem in Rhizobium leguminosarum und Sinorhizobium meliloti 
mehrfach ungesättigte Fettsäuren, wohingegen in Rhizobien ohne NodEF einfach gesättigte 
und ungesättigte Fettsäuren durch NodA an den Nod-Faktor angehängt werden (Spaink et al. 
1991; Dénarié et al. 1992). Arabinosylierte Nod-Faktoren führen bei der Sesbania rostrata, 
einer Wirtspflanze von Azorhizobium caulinodans, zu einer vermehrten Knöllchenanzahl. 
NoeC ist für diese Modifikation in A. caulinodans essentiell (Mergaert et al. 1996). Das 
neben B. japonicum auch in anderen Rhizobien vorhandene NodZ fucosyliert Nod-Faktoren. 
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Eine Fucosylierung ist für die Nodulation einiger Leguminosen notwendig. Beispielsweise ist 
für die Nodulierung von Purpurbohne (Macroptilium atropurpureum) durch B. japonicum 
oder von der Knollenbohne (Pachyrhizus tuberosus) durch Rhizobium sp. NGR234 das Gen 
nodZ essentiell (Stacey et al. 1994; Quesada-Vincens et al. 1997). Eine weitere, durch NoeE 
und NodH katalysierte Modifikation ist die Sulfatierung der Nod-Faktoren. In S. meliloti ist 
die Sulfatierung durch NodH eine Hauptdeterminante des Wirtsbereiches (Lerouge et al. 
1990). Eine Mutation von noeE verhindert die Nodulation der Knollenbohne (P. tuberosus) 
durch Rhizobium sp. NGR234 (Hanin et al. 1997). In R. leguminosarum, S. meliloti und R. sp. 
NGR234 haben die Gene nodL, nodX und nolL durch die Acetylierung der Nod-Faktoren 
einen entscheidenden Einfluss auf den Wirtsbereich dieser Rhizobien (Ardourel et al. 1994; 
Berck et al. 1999). Die N-Methyltransferase NodS methyliert die Nod-Faktoren, während 
NodU und NolP die Carbamoylierung kontrollieren. Die Inaktivierung von nodS verhindert 
die Nodulation der Wilden Tamarinde (Leucaena leucocephala) und der Gartenbohne 
(Phaseolus vulgaris) durch A. caulinodans, R. sp. NGR234 und Rhizobium tropici (Lewin et 
al. 1990; Waelkens et al. 1995). Die 2-O-Methylierung ist eine weitere Möglichkeit der 
Modifikation in B. japonicum, R. sp. NGR234 und R. fredii USDA257 (Jabbouri et al. 1998). 
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1.3. Expression der nod-Gene und deren Regulation in Bradyrhizobium 
japonicum 
 
Einer funktionierenden Symbiose geht, wie unter 1.2 ausgeführt, ein komplexer 
Signalaustausch beider Symbiosepartner voraus. Diesem liegt auf beiden Seiten eine 
komplexe Regulation zugrunde. Im Weiteren werden bekannte Regulationen auf Seiten des 
bakteriellen Interaktionspartners beschrieben (Abb. 1.1). 
 
 
Abb. 1.1: Regulationsmodell der Genexpression der nod-Gene. Das Flavonoid Genistein 
induziert die positive Regulation durch NodD1 und das Zweikomponentenregulationssystem 
NodVW. NodD1 aktiviert die Expression der nod-Gene über das als nod-Box (schwarzes 
Kästchen) bezeichnete Promotorelement und unterliegt auch einer positiven Autoregulation 
(+: Induktion). Das durch Bradyoxetin vermittelte Quorumsignal induziert die Expression 
von nolA über das Zweikomponentenregulationssystem NwsAB. NolA wiederum induziert 
die Expression des Regulators nodD2 und unterliegt selbst einer positiven Autoregulation. 
NodD2 wirkt als ein Repressor auf die Expression der nod-Gene. Die negative 
Rückkopplung erfolgt über Chitinoligomere die durch NodC synthetisiert werden. Dies 
induziert die Expression des Regulators nolA. Abbildung modifiziert nach Loh & Stacey 
(2001), Loh et al. (2002b) und Göttfert et al. (1992) 
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1.3.1. NodD1 und NodVW – Positivregulation der nod-Gene 
 
Auf Seiten der Bakterien erfolgt die Reaktion auf die Flavonoide über den Regulator NodD. 
Dieser agiert sowohl als Sensor für das Flavonoidsignal als auch in Folge als 
Transkriptionsaktivator für die nod-Gene. Aufgrund der Sequenzhomologie wird NodD in die 
Familie der Transkriptionsregulatoren vom LysR-Typ eingeordnet (Henikoff et al. 1988). In 
R. leguminosarum bv. viciae bzw. bv. trifolii existiert jeweils nur ein Gen für NodD 
(Schofield & Watson 1986), wohingegen andere Rhizobien mehrere nicht identische, aber 
funktionelle Kopien der nodD-Gene aufweisen können. So sind in B. japonicum USDA191 
(Appelbaum et al. 1988) und USDA110 (Göttfert et al. 1992) zwei Kopien von NodD 
nachweisbar. In B. japonicum USDA110 scheint NodD1 in Gegenwart der Flavonoide die 
transkriptionelle Aktivierung der nod-Gene zu übernehmen (Göttfert et al. 1992). Die 
Expression von nodD1 wird von NodD1 selbst über eine vorgelagerte nod-Box positiv 
reguliert (Smit et al. 1992). S. meliloti hat drei Kopien von NodD, bezeichnet als NodD1, 
NodD2 und NodD3 (Göttfert et al. 1986; Putnoky & Kondorosi 1986; Honma & Ausubel 
1987). Diese regulieren in unterschiedlicher Art und Weise die Expression der nod-Gene. 
NodD1 ist für die Signalübertragung des induzierenden Flavonoids Luteolin zuständig. In 
Abhängigkeit von SyrM ist NodD3 für eine vom Luteolin unabhängige, konstitutive 
Expression der nod-Gene verantwortlich (Mulligan & Long 1989). Grundlage für die durch 
Flavonoide induzierte Expression der nod-Gene ist die Bindung von NodD an ein 
konserviertes Motiv der DNA. Diese im Promotorbereich der nod-Gene gelegene, sogenannte 
nod-Box hat eine Länge von 47 bp (Rostas et al. 1986; Schofield & Watson 1986; Scott 1986; 
Hong et al. 1987; Fisher et al. 1988). In S. meliloti konnte der Transkriptionstart für nodA 25 
bp und für nodH 28 bp 3’-seitig der jeweiligen nod-Box bestimmt werden (Fisher et al. 1987; 
Mulligan & Long 1989). In B. japonicum liegt der Transkriptionstart für nodY 28 bp 3’-seitig 
der nod-Box (Wang & Stacey 1991). In R. leguminosarum bv. viciae und S. meliloti erfolgt 
die Bindung von NodD an die nod-Box sowohl in, als auch ohne Gegenwart der 
induzierenden Flavonoide. Die Aktivierung der Transkription erfolgt jedoch wie oben 
beschrieben erst in Gegenwart der Flavonoide (Hong et al. 1987; Fisher et al. 1988). Bei der 
Untersuchung von NodD1-Mutanten konnte in B. japonicum ein weiteres Regulationssystem, 
NodVW, identifiziert werden. NodVW ist für die Nodulation von Augenbohne (Vigna 
unguiculata), Mungbohne (Vigna radiata) und Purpurbohne (Macroptilium atropurpureum) 
notwendig (Göttfert et al. 1990). Für die Nodulation der Sojabohne (Glycine max) wird dieses 
System jedoch nicht benötigt. NodV und NodW sind Teile eines klassischen 
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Zweikomponentenregulationssystems. Hierbei reagiert NodV als Sensorkinase mit einer 
Autophosphorylierung auf das induzierende Signal. Daraufhin erfolgt die Phosphorylierung 
der regulatorischen Komponente NodW durch NodV. Das phosphorylierte Protein NodW 
induziert die Expression der nod-Gene. Wie auch bei NodD1 ist bei NodVW die Induktion 
der nod-Gene von dem pflanzlichen Signalmolekül Genistein abhängig (Loh et al. 1997). 
 
1.3.2. NolA und NodD2 – Negativregulation der nod-Gene 
 
Bei Untersuchungen zur Nodulationsfähigkeit von verschiedenen B. japonicum Serogruppen 
wurde das Gen nolA entdeckt. NolA befähigt nach Transfer in Stämme der Serogruppe 123 
diese zur Nodulation von verschiedenen Sojabohnensorten (Glycine max). Diese Sorten 
werden u. a. durch B. japonicum der Serogruppe 110 noduliert (Sadowsky et al. 1991). Das in 
B. japonicum USDA110 identifizierte Gen nolA gehört aufgrund seiner Sequenzhomologie 
zur MerR-Familie der Transkriptionsregulatoren. Auch für die effiziente Nodulierung der 
Purpurbohne (M. atropurpureum) und der Augenbohne (V. unguiculata) durch 
B. (Arachis) sp. NC92, einem Symbionten der Erdnuss (Arachis hypogaea), wird das Gen 
nolA benötigt (Gillette & Elkan 1996). 
In B. japonicum konnte eine Regulation durch den Mechanismus der Rückkopplung der nod-
Genexpression beobachtet werden. Dabei hat NolA eine entscheidende Bedeutung. Durch 
Zugabe von Chitintetrameren und Chitinoktameren verringerte sich die Expression einer 
nodC::lacZ-Fusion (Loh & Stacey 2001). Chitintetramere und Chitinoktamere sind u.a. 
Syntheseprodukte der N-Acetylglucosaminyltransferase NodC von B. japonicum (Sanjuan 
et al. 1992). Die Expression der nod-Gene unterliegt demnach der Kontrolle der von ihnen 
synthetisierten Produkte. Abhängig ist diese negative Regulation von NolA und NodD2. 
NodD2 ist ein bekannter Repressor der nod-Genexpression, dessen Expression durch NolA 
positiv reguliert wird (Garcia et al. 1996). In Rhizobium sp. NGR234 unterdrückt NodD2 die 
Expression des nodABC-Operons (Fellay et al. 1998). Diese negative Regulation durch 
NodD2 konnte auch in B. (Arachis) sp. NC92 beobachtet werden (Gillette & Elkan 1996). 
Dieser Rückkopplungsmechanismus könnte die verzögerten und atypischen Knöllchenbildung 
bei einer Überexpression der nodABC-Gene in R. leguminosarum erklären (Knight et al. 
1986). Ebenso konnte eine Störung der Knöllchenbildung auch bei mit nolA-Mutanten 
infizierten Pflanzen beobachtet werden (Garcia et al. 1996; Gillette & Elkan 1996). 
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1.3.3. Quorumregulation und NwsAB 
 
Bakterienpopulationen können die eigene Genexpression durch Produktion von frei 
diffundierenden Signalmolekülen regulieren. Diese als Autoinduktoren bezeichneten Signale 
reichern sich extrazellulär an und interagieren dann mit spezifischen Rezeptormolekülen. Die 
Produktion dieser Moleküle erfolgt in bestimmten Wachstumsphasen oder als Antwort auf 
Änderungen der Umwelt. Bei Erreichen einer kritischen Menge von Signalmolekülen erfolgt 
eine koordinierte Reaktion der Bakterienpopulation. Dieser von der Zelldichte abhängige, 
über Signalmoleküle vermittelte Prozess wird als „Quorum sensing“ bezeichnet (Bassler 
2002). 
Bei Versuchen mit B. japonicum konnte eine von der Populationsdichte abhängige 
Induktionsrate der Expression der nod-Gene nachgewiesen werden. Die Induktionsrate sinkt 
mit Zunahme der Populationsdichte und ist bei der kleinsten untersuchten Populationsdichte 
am größten (Loh et al. 2001). Diese von der Populationsdichte abhängige Kontrolle ist auf ein 
extrazelluläres Signal zurückzuführen. Die als Bradyoxetin bezeichnete Verbindung hat eine 
den Siderophoren ähnliche Struktur. Der Gehalt an Bradyoxetin steigt mit Zunahme der 
Populationsdichte. Interessanterweise ist der Gehalt an Bradyoxetin auch von dem in der 
Kultur vorhandenen Eisengehalt abhängig. Die maximale Produktion erfolgt bei einem 
limitierten Angebot an Eisen (Loh et al. 2002a). Um das durch Bradyoxetin vermittelte Signal 
umzusetzen sind verschiedene Komponenten notwendig. Nachgewiesen werden konnte eine 
mit zunehmendem Gehalt an Bradyoxetin ansteigende Expression von nolA. NolA induziert 
anschließend die Genexpression des Regulators nodD2, der wiederum die Expression der 
nod-Gene unterdrückt (Loh et al. 2001). Eine weitere Komponente bei der Quorumregulation 
wurde durch die Untersuchung einer nwsB-Mutante entdeckt. NwsB ist Teil des 
Zweikomponentenregulationssystems NwsAB. Entdeckt wurde NwsAB durch 
Komplementierungsversuche einer NodW-Mutante. Die Überexpression von nwsB führte zu 
der Suppression des Phänotyps einer nodW-Mutante (Grob et al. 1993). Dieses Phänomen 
könnte auf der Ähnlichkeit der jeweiligen regulatorischen Komponenten NwsB und NodW 
beruhen. Beide Proteine weisen auf Ebene der Aminosäuren eine Identität von 65 % auf. 
Darauf könnte eine mögliche Kreuzreaktion im Bereich der 
Zweikomponentenregulationssysteme zurückzuführen sein. In der nun untersuchten nwsB-
Mutante war diese von der Populationsdichte abhängige Regulation der nod-Gene nicht 
nachweisbar. Die Expression der Gene nolA und nodD2 wurde in dieser Mutante nicht mit 
zunehmender Populationsdichte oder durch Zugabe von Bradyoxetin induziert. Durch eine 
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Überexpression des Regulators NodW konnte dieser negative Effekt kompensiert werden. 
NwsB scheint somit eine entscheidende Rolle in der vom Bradyoxetin abhängigen Regulation 
der nod-Genexpression zuzukommen (Loh et al. 2002b). 
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1.4. nif und fix – die Stickstofffixierung in Bradyrhizobium japonicum 
 
Nach Etablierung der Symbiose erfolgt in den Knöllchen durch die Rhizobien die Fixierung 
molekularen Stickstoffs und dessen Umwandlung in für die Pflanze verwertbare 
Verbindungen. Die Stickstofffixierung ist u.a. an den Nitrogenase-Enzymkomplex und an ein 
geringes Sauerstoffangebot gebunden (Gussin et al. 1986). Die Benennung der für die 
Bildung des Nitrogenasekomplexes und zugehöriger Funktionen notwendigen nif-Gene 
basiert auf der erstmaligen Charakterisierung in Klebsiella pneumoniae (Ruvkun & Ausubel 
1980). Die Gene ohne eine Entsprechung in K. pneumoniae werden als fix-Gene bezeichnet. 
Auch in B. japonicum besteht der eigentliche Nitrogenasekomplex aus zwei Komponenten. 
Die Komponente I (Dinitrogenase) besteht aus den Untereinheiten α und β, codiert durch die 
Gene nifD und nifK. Für die Synthese der Komponente I werden die Produkte der Gene nifE, 
nifN und nifB benötigt (Dean et al. 1993). Die Komponente II (Dinitrogenase-Reduktase) 
wird durch das Gen nifH codiert (Fuhrmann & Hennecke 1984). Ein weiteres für die 
Stickstofffixierung notwendiges Operon wird durch die Gene fixBCX und durch das Gen fixA 
gebildet. Mutationen in diesen Genen führen in B. japonicum zum vollständigen Erliegen der 
Stickstofffixierung (Gubler & Hennecke 1986). Ebenso sind die Gene fixNOQP für die 
Fixierung essentiell. Sie codieren für eine cbb3-Typ Cytochromoxidase, welche in der 
mikroaeroben Atmungskette benötigt wird und auch im endosymbiontischen Stadium 
vorkommt (Preisig et al. 1993; Preisig et al. 1996b). Die Produkte des Clusters fixGHIS 
könnten eine Rolle bei der Assemblierung oder der Stabilisierung der cbb3-Typ 
Cytochromoxidase spielen (Preisig et al. 1996a). 
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1.4.1. NifA und FixK – die Regulation der Gene für die Stickstofffixierung 
 
Wie in den anderen Bakterien ist die Expression und Funktion des Nitrogenasekomplexes 
auch in B. japonicum an ein geringes Sauerstoffangebot gebunden (Robson & Postgate 1980). 
In den, während der Symbiose ausgebildeten und durch B. japonicum besiedelten, 
Wurzelknöllchen herrscht der für die Expression und Funktion benötigte geringe 
Sauerstoffpartialdruck vor (Hunt & Layzell 1993). Für die Expression der nif- und fix-Gene 
sind zwei verschiedene Regulationssysteme bekannt (Abb. 1.2). 
Zum einen findet die vom Sauerstoffgehalt abhängige Kontrolle der nif- und fix-Gene über 
den Regulator NifA statt (Thöny et al. 1987; Fischer & Hennecke 1987). Im Promotorbereich 
der durch NifA kontrollierten Gene ist ein konserviertes Motiv zu finden. Dieses als UAS 
(„upstream activator sequence“) bezeichnete Motiv (5´-TGT-N10-ACA-3´) ist –80 bp bis –
150 bp vom Transkriptionsstart entfernt (Alvarez-Morales et al. 1986). NifA selbst wird in 
Gegenwart von Sauerstoff irreversibel inaktiviert (Kullik et al. 1988; Morett et al. 1991). Die 
Expression von nifA wird durch zwei Faktoren gesteuert. Zum einem wird das fixRnifA-
Operon durch das Zweikomponentenregulationssystem RegSR reguliert (Bauer et al. 1998). 
Zum anderem erfolgt bei einem geringen Sauerstoffgehalt eine positive Autoregulation durch 
NifA, die zu einer maximalen Expression des fixRnifA-Operons führt (Thöny et al. 1989). Das 
Zweikomponentenregulationssystem FixLJ bildet zusammen mit FixK2 ein zweites 
Regulationssystem. Dieses vom Sauerstoff abhängige Regulationssystem ist in den Rhizobien 
konserviert. FixL ist der eine Hämgruppe enthaltende Sensor und registriert den 
Sauerstoffgehalt. FixJ ist der Regulator und beeinflusst die Expression der Gene. In B. 
japonicum ist das einzige bekannte Ziel von FixJ das Gen fixK2, das für einen Regulator vom 
Fnr/Crp-Typ codiert. FixK2 induziert anschließend die Expression der Gene die u.a. an der 
Bildung des Nitrogenasekomplexes beteiligt sind. Bei der Untersuchung der Transkription 
zweier durch FixK2 regulierten Gene, hemA in B. japonicum und nifA in A. caulinodans, 
konnte ein Sequenzmotiv für die Regulation durch FixK2 abgeleitet werden (Fischer 1994). 
Diese Sequenz (5´-TTGANCNGATCAANG-3´) findet sich auch im Promotorbereich des 
durch FixK2 kontrollierten Gens rpoN1. Das Gen rpoN1 codiert für den alternativen 
Sigmafaktor σ54 (Kullik et al. 1991; Nellen-Anthamatten et al. 1998). Dieser Sigmafaktor 
sorgt für die Verbindung beider Regulationssysteme, in dem es bei der NifA vermittelten 
Regulation benötigt wird. Erkennbar ist die von σ54 abhängige Transkription an einem 
konservierten Sequenzmotiv im Promotorbereich der regulierten Gene. Dieses Motiv mit der 
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Sequenz (5’-TGGCAC-N5-TTGCW-3´) wird auch als „-24/-12 Promotor“ bezeichnet (Morett 
& Buck 1989). 
 
 
Abb. 1.2 Regulationsmodell der Gene für die Stickstofffixierung. Das 
Zweikomponentenregulationssystem FixLJ aktviert bei niedrigem Sauerstoffgehalt die 
Expression von fixK2. FixK2 unterliegt einer negativen Autoregulation und aktiviert 
neben der Expression des alternativen Sigmafaktors RpoN1 die Expression der 
Operons fixNOQP und fixGHIS. Das Zweikomponentenregulationssystem RegSR 
reagiert auf einen unbekannten Auslöser mit der Induktion des Operons fixRnifA. In 
Gegenwart von Sauerstoff wird NifA irreversibel inaktiviert. NifA induziert die 
Expression der an der Stickstofffixierung beteiligten Gene. Abbildung modifiziert 
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1.5. Denitrifikation in Bradyrhizobium japonicum 
 
Bei einem limitierten Angebot an Sauerstoff stellt die Denitrifikation für die Bakterien einen 
alternativen Respirationsweg dar (Abb. 1.3). Die dazu nötigen Reaktionen werden durch die 
Nitrat-, Nitrit-, Stickoxid- und Lachgasreduktase katalysiert (Zumft 1997). Innerhalb der 
Rhizobien konnte nur bei B. japonicum die Fähigkeit zur gleichzeitigen Reduktion von Nitrat 
zu Ammonium und molekularen Stickstoff nachgewiesen werden (Vairinhos et al. 1989). 
 
 
Abb. 1.3 Schema der Denitrifikation. Angabe der einzelnen 
Reaktionsschritte mit den zugehörigen Enzymen in 
B. japonicum, nähere Informationen im Text 
 
Der erste Schritt wird durch die Nitratreduktase katalysiert. Für dieses Enzym existieren zwei 
Typen, eine membrangebundene (NAR) und eine auch in B. japonicum vorkommende, 
periplasmatische Form (NAP). Die aus zwei Untereinheiten bestehende periplasmatische 
Nitratreduktase wird in B. japonicum durch die im Cluster napEDABC angeordneten Gene 
napA und napB codiert (Abb. 1.4, Delgado et al. 2003). NapA ist die katalytische 
Untereinheit mit einem [4Fe-4S]-Cluster, die Elektronentransferuntereinheit NapB ist ein 
Cytochrom c mit zwei Hämgruppen. Das NapC, ein membrangebundenes Cytochrom Typ c, 
ist an dem Elektronentransfer zwischen dem Quinol/Chinon-Reservoir und dem NapAB-
Komplex beteiligt. Bei der Reifung von NapA scheint NapD eine Rolle zu spielen. Die 
Funktion von NapE ist noch unbekannt (Berks et al. 1995). Der nächste Schritt in der 
Denitrifikation ist die Reduktion von Nitrit durch eine Nitritreduktase (NIR). In den 
denitrifzierenden Bakterien gibt es grundsätzlich zwei verschiedene Typen der 
Nitritreduktase. Diese können durch die Art ihres Redoxzentrums unterschieden werden. Eine 
Gruppe enthält Hämgruppen vom c-Typ oder d1-Typ und die andere Kupfer als funktionelle 
Gruppe. Eine solche Kupfer enthaltende Nitritreduktase wird in B. japonicum durch das Gen 
nirK codiert (Velasco et al. 2001). Die anschließende Reduktion von Stickoxid zu Lachgas 
wird durch die Stickoxidreduktase (NOR) katalysiert. Es können auch hier zwei Typen von 
NOR unterschieden werden. Der Typ cNOR erhält Elektronen vom Cytochrom c oder 
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Pseudoazurin, wohingegen der Typ qNOR diese vom Quinol bezieht (Hendriks et al. 2000). 
In B. japonicum sind die nor-Gene in einem Cluster (norECBQD) organisiert. NorB codiert 
für die Cytochrom b enthaltende Untereinheit I und norC für die Cytochrom c enthaltende 
Untereinheit II der cNOR von B. japonicum. NorQ besitzt ein ATP/GTP-bindendes Motiv 
und für NorD konnte keine Funktion klassifiziert werden (Mesa et al. 2002). Als letzten 
Schritt erfolgt die Bildung von molekularen Stickstoff durch die Lachgasreduktase (NOS). 
Das Gencluster nosRZDFYLX codiert für die notwendigen Proteine in B. japonicum (Mesa et 
al. 2001). NosZ bildet das Monomer der NOS. 
 
 
Abb. 1.4 Die Cluster mit den für die Denitrifikation benötigten 
Strukturgenen in B. japonicum. A) Cluster für die Nitratreduktase, B) Cluster 
der Stickoxidreduktase, C) Cluster der Lachgasreduktase 
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1.5.1. FixK2 und NnrR – die Regulierung der Denitrifikationsgene 
 
In B. japonicum erfolgt die maximale Expression der Denitrifikationsgene unter Abwesenheit 
von Sauerstoff und wird durch die Gegenwart von Nitrat oder einem anderen Stickoxidderivat 
gesteigert. Die Regulation über den Sauerstoffgehalt erfolgt über den gleichen Mechanismus 
wie bei der Regulation der Stickstofffixierung (1.4.1). Die Induktion durch mikroaerobe 
Bedingungen ist auch in diesem Fall von den Genen fixLJ und fixK2 abhängig (Velasco et al. 
2001; Robles et al. 2006). Durch deren Genprodukte wird die FixLJ-FixK2-
Regulationskaskade gebildet (Abb. 1.5; Nellen-Anthamatten et al. 1998). Ein von FixK2 
reguliertes Gen ist nnrR. Dieses zeigt eine Homologie zu Regulatoren vom Fnr/Crp-Typ. In 
Gegenwart von Stickoxiden aktiviert NnrR im Weiteren die für die Denitrifikation 




Abb. 1.5 Regulationsmodell der für die Denitrifikation notwendigen Gene. Das 
Zweikomponentenregulationssystem FixLJ aktiviert bei niedrigem Sauerstoffangebot die 
Transkription von fixK2. Anschließend induziert FixK2 die Transkription von nnrR. NnrR 
aktiviert die Expression der Gene nirK, napEDABC und norCBQD in Abhängigkeit von 
Stickoxiden. Abbildung modifiziert nach Bedmar et al. (2005) und Robles et al. (2006) 
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1.6. Typ III-Sekretionssystem und die Regulation in Bradyrhizobium 
japonicum 
 
Für die Sekretion von Proteinen in den extrazellulären Raum haben Gram-negative Bakterien 
eine Vielzahl an Transportsystemen entwickelt. Neben den als Typ I, Typ II und Typ IV 
bezeichneten Sekretionssystem gibt es auch einen als Typ III-Sekretionssystem (TTSS) 
bezeichneten Multiproteinkomplex. Dieser spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenität von 
Gram-negativen Bakterien (Hueck 1998). Als eine Reaktion auf Signale aus der Umwelt, z.B. 
wirtsspezifischen Signalen von Mensch, Tier oder Pflanze, erfolgt über das TTSS der 
Transport von Effektorproteinen in die extrazelluläre Matrix oder in das Zytoplasma der 
Wirtszellen. Der Sekretionsapparat selbst ist sehr komplex und bildet einen Kanal durch die 
bakterielle Zellwand (Abb. 1.6). 
 
 
Abb. 1.6 Modell des Typ III-Sekretionssystems von 
Rhizobium sp. NGR234. Abbildung modifiziert nach 
Viprey et al. (1998) 
 
Durch die zurückliegenden Sequenzierungen konnten in verschiedenen Rhizobien TTSS 
identifiziert werden (Freiberg et al. 1997; Kaneko et al. 2000; Göttfert et al. 2001). Die in den 
Rhizobien identifizierten Gene werden aufgrund ihrer Homologie zu den Genen ysc aus 
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Yersinia sp. entsprechend als rhc (rhizobia conserved) bezeichnet (Viprey et al. 1998). Durch 
weitergehende Arbeiten ist bekannt, dass Rhizobien als Antwort auf Flavonoide Proteine 
mittels des TTSS in das Medium sekretieren. Beispiele dafür sind neben NopP und NopB von 
R. sp. NGR234, die von S. fredii USDA257 sekretierten Proteine NopX, Nop38 und Nop7 
(Krishnan et al. 2003; Ausmees et al. 2004; Saad et al. 2005). Die Unterbindung der TTSS 
vermittelten Proteinsekretion kann Auswirkungen auf die Rhizobium-Leguminosen-
Interaktion haben. So führen verschiedene Deletionen im Bereich des TTSS von B. japonicum 
zu einer verzögerten Nodulation der Augenbohne (Vigna unguiculata) und der Sojabohne 
(Glycine max). Bei der Nodulation der Purpurbohne (Macroptilium atropurpureum) ist eine 
im Vergleich verringerte Knöllchenanzahl zu beobachten (Krause et al. 2002). Eine Deletion 
des Regulatorgens ttsI in R. sp. NGR234 führt bei den Wirtspflanzen zu einem diversen Bild. 
Während die Nodulation der Augenbohne (V. unguiculata) durch die Deletion nicht betroffen 
ist, führt sie bei der Fischbohne (Tephrosia vogelii) zu einer stark verringerten 
Knöllchenanzahl. Bei der Inokulation von der Wilden Tamarinde (Leucaena leucocephala) 
mit der Mutante wird die Knöllchenanzahl gegenüber dem Wildtyp gesteigert (Viprey et al. 
1998). Demnach spielt das TTSS und die durch das System transportierten Proteine für die 
Rhizobien bei der Ausbildung der Symbiose eine entscheidende Rolle. 
 
 
Abb. 1.7 Regulationsmodell der Expression des TTSS. schwarzes 
Kästchen: nod-Box, schwarzes Dreieck: tts-Box, nähere Informationen 
im Text 
 
Durch Krause et al. (2002) wurde die Regulation der Gene des TTSS untersucht. Die 
Induktion der TTSS-Gene durch Genistein ist, wie im Fall der nod-Gene, von NodD1 und 
dem NodVW-Zweikomponentenregulationssystem abhängig. Dies konnte durch Verwendung 
von lacZ-Fusionen belegt werden. In B. japonicum ist die Expression von einigen in dem 
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TTSS-Cluster organisierten Genen (rhcV, nolU, nopL) im Vergleich zum Wildtyp in nodD1- 
oder nodW-Mutanten stark verringert.  
Im putativen Promotorbreich des Operons mit dem TTSS-Strukturgen rhcC2 ist eine zur nod-
Box homologe Sequenz identifiziert worden. In diesem durch die vorangestellte nod-Box 
charakterisierten Operon existiert das Gen ttsI, das eine Homologie zu transkriptionellen 
Aktivatoren der Zweikomponentenregulationssysteme aufweist (Göttfert et al. 2001). Eine 
regulatorische Funktion von ttsI bei der Expression von TTSS-Genen konnte durch Einsatz 
von Deletionsmutanten nachgewiesen werden. Zu ttsI homologe Gene gibt es auch in R. sp. 
NGR234, M. loti MAFF303099 und S. fredii USDA257 (Freiberg et al. 1997; Kaneko et al. 
2000; Krishnan et al. 2003). In R. sp. NGR234 hat TtsI neben der Regulation bei der Bildung 
eines TTSS auch einen Einfluss auf die Synthese von Lipopolysacchariden. Nach Deletion 
von TtsI unterblieb die Synthese der Lipopolysaccharidkomponente Rhamnan (Marie et al. 
2004). 
Durch eine vergleichende Analyse der putativen Promotorbereiche verschiedenster TTSS-
Operons von B. japonicum (u.a. nopL und blr1806), M. loti (u.a. mlr8763 und mll6337), R. sp. 
NGR234 (u.a. nolB und nopX) und S. fredii USDA257 (u.a. nolB und nolX) konnte eine, in 
allen untersuchten Fällen, konservierte Sequenz identifiziert werden. Diese als tts-Box 
bezeichnete Sequenz scheint eine entscheidende Komponente bei der von NodD1 und TtsI 
abhängigen Regulation des TTSS-Clusters zu sein (Abb. 1.7; Krause et al. 2002). In 
B. japonicum und R. sp. NGR234 konnte ein Zusammenhang zwischen den tts-Boxen und 
TtsI als regulatorische Komponente belegt werden. 
 





Die Steuerung der Transkription ist in allen Lebewesen ein Bestandteil der Regulation der 
Genexpression. Diese Regulation ermöglicht eine Anpassung an sich ändernde 
Lebensbedingungen. 
Eine weit verbreitete Methode zur Analyse der Genexpression ist der auch in Rhizobien 
genutzte Einsatz von Reportergen-Fusionen. Dabei wird das zu untersuchende Gen oder 
dessen Promotor mit einem Reportergen „in frame“ fusioniert. Dies erlaubt im Falle einer 
Expression eine qualitative und quantitative Aussage. 
In Rhizobien wurden und werden translationelle Fusionen mit der β-Galactosidase oder der β-
Glucuronidase (GUS) verwendet (Alvarez-Morales & Hennecke 1985, Kalinowski & Long 
1996). Die Quantifizierung erfolgt hierbei über die Quantifizierung umgesetzter Substrate. 
Als eine weitere Methode für die Transkriptionsanalyse eignen sich auch die Northern-
Hybridisierungen (Krishnan et al. 1992). 
Um die Transkription mehrerer Gene gleichzeitig zu analysieren, wurde u.a. die Methode der 
Northern-Hybridisierung modifiziert. Klassischerweise wird die zu untersuchende RNA 
elektrophoretisch aufgetrennt und dann auf eine Nylonmembran übertragen. Von dem Zielgen 
wird eine markierte Sonde erstellt, die mit der komplementären Sequenz in der aufgebrachten 
RNA hybridisiert und anschließend kann über die Signalstärke die Transkription des Zielgens 
quantifiziert werden. Um nun mehrere Zielgene gleichzeitig zu untersuchen wird nicht mehr 
die zu untersuchende RNA auf die Nylonmembran aufgebracht, sondern die für die 
verschiedenen Zielgene spezifischen DNA-Fragmente. Die Hybridisierung erfolgt im 
Gegensatz zu Northern-Hybridisierungen mit der zu untersuchenden, markierten RNA. 
Vervollkommnet wurde dieses System durch die Entwicklung der Microarraytechnologie, die 
eine Untersuchung der genomweiten Transkription ganzer Organismen ermöglicht. 





Bei der Microarraytechnologie werden die DNA-Fragmente der Zielgene nicht mehr 
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran aufgetragen, sondern es erfolgt 
eine Immobilisierung der spezifischen DNA-Fragmente auf einem Träger. Auf diesem Träger 
erfolgt dann die Hybridisierung mit der zu untersuchenden, markierten RNA. Die Art der 
DNA-Fragmente, die Immobilisierung, der Träger und die Markierung der RNA variieren je 
nach verwendeter Technik. 
Die von Affymetrix (Affymetrix UK Ltd.) eingesetzte GeneChip-Technology wurde in 
Anlehnung an die Halbleiterindustrie entwickelt. Hierbei werden die spezifischen DNA-
Fragmente durch die Kombination von photosensitiven Chemikalien und Masken direkt auf 
der Trägeroberfläche synthetisiert (Abb. 1.8). Die einzelnen Gene sind durch einzelne oder 
mehrere 25 bp lange, sequenzspezifische Oligomere repräsentiert. Mittels Biotin wird 
entweder RNA oder cDNA markiert. Die Detektion der Signale erfolgt durch den 
Substratumsatz einer an Streptavidin gekoppelten Alkalischen Phosphatase. 
 
 
Abb. 1.8 Syntheseprinzip der Oligomere bei der GeneChip-
Technologie von Affymetrix. (www.affymetrix.com) 
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Neben der direkten Synthese von DNA-Molekülen auf der Microarrayoberfläche können 
diese auch mittels Robotern auf Trägermaterialien aufgebracht werden. Die aufgebrachten 
Sonden können aus cDNA, PCR-Produkten oder Oligomeren bestehen. Wie bei der von 
Affymetrix verwendeten Technologie erfolgt im Anschluss die Hybridisierung markierter 
Nukleinsäuren mit dem Microarray, wobei sich die Methode der Markierung unterscheidet. 




Abb. 1.9 Prinzip der Herstellung und des Einsatzes 
bedruckter Microarrays. 
 





Die Untersuchung der Transkription bei B. japonicum beschränkte sich bis dato auf einzelne 
Gene. Um die Transkription weiter Teile des B. japonicum-Genoms zu untersuchen, sollte die 
Microarraytechnologie eingesetzt werden. 
Dazu sollte in den ersten Schritten ein entsprechender Microarray hergestellt werden. Die 
Herstellung umfasste die Auswahl geeigneter Primerpaare, um die Synthese genspezifischer 
PCR-Produkte zu ermöglichen. Grundlage für die Auswahl waren die bis dahin bekannten 
Sequenzen aus einzelnen wissenschaftlichen Arbeiten und der Sequenzierung der 
symbiontischen Region von B. japonicum (Göttfert et al. 2001). Die Primer sollten neben 
einer einfachen Amplifikation auch den Einsatz der synthetisierten PCR-Produkte für 
Mutagenesexperimente ermöglichen. 
Neben der Herstellung des Microarrays sollte auch eine geeignete Methode zur Markierung 
von cDNA entwickelt werden, um die Transkription der Gene quantifizieren zu können. Um 
die Qualität und die Verwendbarkeit des Microarrays zu kontrollieren, sollte der Einfluss des 
pflanzlichen Signalmoleküls Genistein auf die Transkription bei B. japonicum mittels des 
hergestellten Microarrays untersucht werden. 
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2.1. Eingesetzte Bakterienstämme und Kulturbedingungen 
 
Während der Arbeit wurde eine spontane Spectinomycinresistente Mutante, USDA110spc4, 
des B. japonicum-Wildtyps eingesetzt (Regensburger & Hennecke 1983). Die Kultivierung 
erfolgte in AG-Medium bei 28°C (Sadowsky et al. 1987). Flüssigkulturen wurden bei 
200 rpm geschüttelt. 
 
 AG-Medium (Arabinose-Gluconat Medium)  
  0,00067 % (w/v) FeCl3 x 6 H2O 
  0,0013 % (w/v) CaCl2 x 2 H2O 
  0,0125 % (w/v) Na2HPO4 x 12 H2O 
  0,018 % (w/v)  MgSO4 x 7 H2O 
  0,025 % (w/v)  Na2SO4 
  0,032 % (w/v)  NH4Cl 
  0,11 % (w/v)  MES 
  0,13 % (w/v)  HEPES 
  0,1 % (w/v)  D-Arabinose 
  0,1 % (w/v)  Hefeextrakt (Bacto Yeast Extract) 
  0,1 % (w/v)  D-Gluconat, Na-Salz 
 
Die Salze, MES und HEPES wurden als Stammlösungen (100 x) vorbereitet. Der pH-Wert 
der MES- und HEPES-Lösung wurde auf 6,9 voreingestellt. Die Stammlösungen wurden dem 
Medium entsprechend der benötigten Menge vor dem Autoklavieren zugesetzt. Für 
Festmedien erfolgte vor dem Autoklavieren ein Zusatz von 1,5 % (w/v) Agar-Agar. In dieser 
Arbeit wurde das Antibiotikum Spectinomycin für die Selektion des oben genannten Stammes 
verwendet. Das Spectinomycin wurde in dH2O auf eine Konzentration von 100 mg/ml 
eingestellt und nach dem Lösen über Nylonfilter (0,2 µm Nylon, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland) sterilfiltriert. In der Kultur wurde eine Endkonzentration von 100 µg/ml 
eingesetzt. Des Weiteren wurde während dieser Arbeit Genistein als Induktor eingesetzt. 
Dazu wurde in Methanol gelöstes 1 mM Genistein den Kulturen in einer 1 µM 
Endkonzentration zugesetzt. Als Negativkontrolle diente der Zusatz des Lösungsmittels 
Methanol. 
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2.1.1. Glyzerinkultur zur Stammhaltung 
 
Zur längerfristigen Aufbewahrung von B. japonicum-Stämmen wurden Glyzerinkulturen 
angelegt. Die Bakterien wurden bis zu einer späten Wachstumsphase angezogen. Die 
Bakterien wurden durch eine Zentrifugation (3000 g, 5 min, RT) aus 2 ml Kultur gewonnen. 
Die pelletierten Bakterien wurden in 500 µl frischem Medium zuzüglich Antibiotika 
resuspendiert und mit 500 µl Glyzerin (89 % (v/v)) versetzt. Nach einer Inkubation von 30 
Minuten bei RT wurden die Bakterien bei –80 °C gelagert. 
 
2.1.2. Flüssigkultur für die anschließende Isolierung von Total-RNA 
 
Mit einer Einzelkolonie wurden 20 ml Medium inklusive Antibiotika versetzt und inkubiert 
(200 rpm, 28 °C, 3 d). Mit dieser Vorkultur wurde eine Kultur mit einem Volumen von 
600 ml Medium zuzüglich Antibiotika angeimpft und für 2 d inkubiert (100 rpm, 28 °C). 
Anschließend wurden die Bakterien durch eine Zentrifugation (3000 g, 5 min, RT) pelletiert. 
Nach Resuspendierung in AG-Medium wurde eine OD600nm = 0,5 eingestellt. Für folgende 
Versuche wurden je 20 ml dieser eingestellten Kultur mit den jeweiligen Zusätzen und 
Bedingungen eingesetzt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden verschiedene Verdünnungs-
stufen der Kulturen auf AG-Medium ausgestrichen und nach einer Inkubation (28 °C, 3 d) die 
Zellzahl bestimmt. 
 
2.1.3. Kontaminationskontrolle von B. japonicum-Kulturen 
 
Um die B. japonicum-Kulturen auf eine Kontamination zu kontrollieren, wurde ein Aliquot 
der Kultur auf Platten mit LB-Medium ausgebracht. Bei Hinweisen auf eine Kontamination 
wurde die jeweilige Kultur bzw. gesammeltes Material verworfen. 
 
 LB-Medium (Luria-Bertani Medium) 
  1 % Pepton 
  0.5 % Hefeextrakt 
  1 % NaCl 
  1,5 % Agar-Agar 
  pH 7,5 
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2.2. Inokulation von Sojabohne (Glycine max) mit B. japonicum 
 
Für die Inokulation wurde von Glycine max die Sorte Amphor (SOC, France) verwendet. Als 
Negativkontrolle wurden Pflanzen ohne Zusatz eines Inokulats eingesetzt. Von diesen 
Pflanzen wurde Wurzelmaterial nach Ablauf der Versuchszeit für die weitere Verwendung 
gewonnen. 
 
2.2.1. Vorbehandlung der Samen und Keimung 
 
Die Samen wurden vor den weiteren Arbeitsschritten sterilisiert. Dazu wurden die Samen für 
10 min in 70 % (v/v) Ethanol inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit dH2O erfolgte eine 
Behandlung mit 6 % (v/v) H2O2 (10 min). Die Samen wurden dann abschließend sechsmal 
mit dH2O gewaschen und auf Wasseragar (1,5 % (w/v) Agar-Agar in dH2O) ausgelegt. Die 
Keimung erfolgte für 2 Tage bei 30 °C im Dunkeln. In den weiteren Versuchen wurden 
Keimlinge mit einer Wurzellänge von 1 bis 2 cm eingesetzt. 
 
2.2.2. Vorbehandlung von B. japonicum  
 
Von den B. japonicum-Stämmen wurde eine Flüssigkultur in AG-Medium zuzüglich 
entsprechender Antibiotika bei 30°C angelegt. Die Bakterien wurden durch eine 
Zentrifugation (4000 g, 15 min, RT) gewonnen, mit dH2O gewaschen und erneut zentrifugiert 
(4000 g, 15 min, RT). Das Zellpellet wurde durch Resuspendierung in dH2O auf eine 




Für die Versuche wurden Magenta-Gefäße (Invitrogen GmbH, Deutschland) verwendet. In 
diese wurde feiner Sand (Körnung 1-1,5 mm) und 80 ml Jensen-Medium gefüllt (Vincent 
1970). Nach dem Autoklavieren wurden Keimlinge in den Sand eingesetzt. Nach der 
Inokulation mit 0,4 ml Bakteriensuspension (2.2.2) wurden die Keimlinge vollständig mit 
Sand bedeckt. Die Kultivierung erfolgte für 33 Tage in einer Klimakammer (Sanyo MRL-
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350; Sanyo Electric Co., Japan). Die Wachstumsbedingungen sind in der Tab. 2.1 aufgeführt. 
Während der Versuchsphase wurde den Pflanzen nur dH2O zugesetzt. Nach Ablauf der 
Versuchszeit wurden die Pflanzen aus den Magenta-Gefäßen entnommen und der Sand kurz 
unter fließendem Wasser abgespült. Die Wurzelknöllchen wurden von den Wurzeln getrennt 
und sofort in flüssigen Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden diese bei 
–80 °C gelagert. 
 







Tag 16 26 370  
Nacht 8 22 - 
 
 Jensen-Medium 
  0,1 %  CaPO4 
  0,02 %  K2HPO4 
  0,02 %  MgSO4 x 7 H2O 
  0,02 %  NaCl 
  0,01  FeCl3 
  1x   Mikroelemente 
 
 100x Mikroelemente 
  0,1 %  H3BO4 
  0,01 %  ZnSO4 x 7 H2O 
  0,005 % CuSO4 x 5 H2O 
  0,001 % MnCl2 x 4 H2O 
  0,001 % Na2MoO4 x 2 H2O 
  0,0019 % FeCl3 x 6 H2O 
 
2.3. DNA Protokolle 
2.3.1. Isolierung genomischer DNA von B. japonicum 
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Die Bakterien einer 10 ml Flüssigkultur wurden durch eine Zentrifugation (20000 g, 3 min, 
RT) gewonnen und anschließend einmal mittels 1 ml TE-Puffer und einer Zentrifugation 
(20000 g, 3 min, RT) gewaschen. Das Zellpellet wurde in 450 µl TE-Puffer aufgenommen. 
Die Lyse erfolgte über Nacht bei 37 °C durch den Zusatz von 150 µl SDS-Lösung (5 % (w/v)) 
und 150 µl Pronase E-Lösung. Die Viskosität der erhaltenen Lösung wurde durch 
wiederholtes Aufziehen über eine Kanüle verringert. Anschließend wurde eine Extraktion mit 
Phenol-Tris, mehrere mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (49,5/49,5/1) und zwei 
Extraktionen mit Methylenchlorid durchgeführt. Die genomische DNA wurde aus der 
erhaltenen wässrigen Phase durch Zusatz von 2,5 Volumen absol. Ethanol bei RT präzipitiert 
und durch Zentrifugation (20000 g, 10 min, RT) pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 % (v/v) 
Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in ddH2O gelöst. 
 
 TE-Puffer 
  0,01 M Tris-HCl 
  0,001 M EDTA 
  pH 8,0 (mit HCl) 
 
 Pronase E-Lösung  
  0,01 M Tris-HCl 
  0,001 M EDTA 
  0,25 % (w/v) Pronase E 
  pH 8,0 (mit HCl) 
 
Die Pronase E-Lösung wurde nach Herstellung zur Deaktivierung von DNasen für mehrere 
Stunden bei 37 °C inkubiert und anschließend bei –20 °C aufbewahrt. 
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2.3.2. Aufreinigung genomischer DNA von B. japonicum mittels Cäsiumchlorid-
Gradientenzentrifugation 
 
Auf 1 ml DNA-Lösung wurde 1 g Cäsiumchlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Deutschland) gegeben. Nach dem Lösen wurde das Gemisch mit 0,02 Volumen 1 %ige (w/v) 
EtBr-Lösung versetzt. Dieses Gemisch wurde in Ultrazentrifugenröhrchen (Beckman Coulter, 
München, Deutschland) gegeben und mit CsCl-Lösung (1 g/ml) tariert. Danach wurden die 
Ultrazentrifugenröhrchen verschweißt. Die Zentrifugation (45000 g, 46 h, 18 °C) erfolgte in 
der Ultrazentrifuge Optima MAX (Beckman Coulter, München, Deutschland). Der Rotor 
(MLA-80) wurde nach Ablauf der Zentrifugationszeit nicht gebremst. Die DNA wurde durch 
UV-Licht (320 nm) sichtbar gemacht und mittels einer Spritze aus dem Zentrifugenröhrchen 
entnommen. Die Entfernung des EtBr erfolgte durch wiederholtes Ausschütteln der 
entnommenen Lösung mit 1 Volumen n-Butanol (wassergesättigt). Durch Zusatz von 1 
Volumen Isopropanol und einer anschließenden Inkubation (30 min, -20 °C) wurde die 
genomische DNA präzipitiert. Die Pelletierung erfolgte durch eine Zentrifugation (20000 g, 
20 min, 4 °C). Die DNA wurde an der Luft getrocknet und in ddH2O aufgenommen. 
 
2.3.3. Bestimmung der DNA-Konzentration von Lösungen 
 
Von der DNA-Probe wurde eine 1/100 Verdünnung in ddH2O hergestellt. Es wurden die 
optischen Dichten bei 260 nm und 280 nm gegen ddH2O als Leerwert bestimmt. Für eine 




Zur Auftrennung von isolierter genomischer DNA oder anderen DNA-Proben wurde die 
Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Dazu wurde 1-2 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer 
unter Kochen aufgelöst. Die zu analysierende DNA wurde mit der entsprechenden Menge 6x 
Probenpuffer versetzt und auf das vorbereitete Gel aufgetragen. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgte bei 10 V/cm Elektrodenabstand in 1x TAE-Puffer. Als Größenstandard 
wurde λ-DNA (behandelt mit Restriktionsendonukleasen HindIII, EcoRI-HindIII oder BstEII) 
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verwendet. Die Visualisierung erfolgte nach einer Färbung mit einer EtBr-Lösung (1 % (w/v) 
in dH2O) und einer anschließenden Entfärbung in dH2O mittels UV-Licht (320 nm). 
 
 6x Probenpuffer 
  0,2 M  Bromphenolblau 
  0,05 M EDTA 
  0,01 M Glyzerin 
 
 50x TAE-Puffer  
  2 M  Tris-Base 
  0,05 M EDTA 
  1 M  Eisessig 
  pH 8,0 (mit HCl) 
 
2.4. RNA Protokolle 
2.4.1. Isolierung von Total-RNA aus Flüssigkulturen von B. japonicum 
 
Bei dieser Isolierung wurden ein „Hot-Phenol“ RNA-Isolierungsprotokoll, ein modifiziertes 
RNA-Aufreinigungsprotokoll des RNeasy Mini-Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) 
und das RNase-freie DNase Set (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) kombiniert. 
Tiefgefrorene Zellen von 8 ml Flüssigkultur wurden in 350 µl Puffer A resuspendiert. Dazu 
wurden 18 µl einer SDS-Lösung (10 % (w/v)) und 700 µl vorgewärmtes, saures Phenol 
(65°C, pH 4,5-5,5, äquilibriert mit Puffer A) zugegeben. Nach gründlichem Mischen erfolgte 
eine Inkubation für 2 min bei 65 °C. Nach erneutem Mischen wurde die Inkubation um 5 min 
verlängert. Nach wiederholtem Mischen wurde eine Zentrifugation (20000 g, 4 °C, 5 min) 
angeschlossen. Etwa 400 µl Überstand wurde zu 1,4 ml RLT-Puffer (RNeasy Mini-Kit) 
gegeben. Nach dem Mischen wurden der Lösung 1 ml absol. Ethanol zugegeben und diese 
vorsichtig vermengt. Jeweils 700 µl Gemisch wurden auf die RNeasy-Säulen gegeben, diese 
zentrifugiert (20000 g, RT, 15 sec) und das Filtrat verworfen. Dieser Schritt wurde bis zum 
Aufbrauchen des Gemisches wiederholt. Danach wurde 350 µl RW1-Puffer auf die Säule 
gegeben und für 5 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation (20000 g, RT, 15 sec) 
wurde auf der Säule der DNase I-Verdau durchgeführt. Dazu wurden 70 µl RDD-Puffer und 
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10 µl aliquotierte DNase I des RNase-freien DNase Sets gemischt und auf die Säule gegeben. 
Nach einer Inkubation (15 min, RT) wurden erneut 350 µl RW1-Puffer auf die Säule 
pipettiert und für 5 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation (20000 g, RT, 15 sec) 
wurde die Säule zweimalig mit je 500 µl RPE-Puffer per Zentrifugation (20000 g, 15 sec, RT) 
gewaschen. Durch wiederholte Zentrifugation (20000 g, 2 min, RT) wurde die Säule 
getrocknet. Die Elution erfolgte durch zweimaliges Auftragen von je 30 µl ddH2O, einer 
Inkubation (1 min, RT) und einer anschließenden Zentrifugation (20000 g, 1 min, RT). 
 
 Puffer A 
  0,02 M Na-Acetat 
  0,001 M EDTA 
  pH 7,7 (mit NaOH) 
 
2.4.2. Isolierung von Total-RNA aus Wurzelknöllchen der Sojabohne (Glycine max) 
 
Zur Isolierung von Total-RNA aus Wurzelknöllchen wurde das unter 2.4.1 aufgeführte 
Protokoll verwendet. Für die Isolierung wurden tiefgefrorene Knöllchen mit einem 
Nassgewicht von 130-170 mg in einem Mörser unter ständiger Zugabe von flüssigen 
Stickstoff mit einem Pistill gemahlen und anschließend in die Aufreinigung eingesetzt. 
 
2.4.3. Isolierung von Total-RNA aus Wurzeln von Sojabohne (Glycine max) 
 
Die Isolierung der Total-RNA erfolgte nach dem Herstellerprotokoll „RNeasy Mini Protocol 
for Isolation of Total-RNA from Plant Cells and Tissues and Filamentous Fungi“ des RNeasy 
Mini-Kits (QIAGEN GmbH, Deutschland). Eingesetzt wurden für eine Isolierung ca. 150 mg 
gefrorenes Wurzelmaterial. 
 
2.4.4. Aufreinigung und Konzentrierung von Total-RNA 
 
Die isolierte Total-RNA wurde mit folgendem Protokoll aufgereinigt. Die zu reinigende RNA 
wurde mit ddH2O auf ein Volumen von 500 µl aufgefüllt und auf eine Microcon YM-30 
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Säule (Millipore GmbH, Deutschland) gegeben. Nach einer Zentrifugation (11000 g, 8 min, 
RT) wurde der Durchfluss verworfen und erneut 500 µl ddH2O auf die Säule gegeben. Diese 
Filtration wurde zweimal wiederholt. Der letzte Zentrifugationsschritt wurde schrittweise 
verlängert, um das verbleibende Filtrat auf ein geringes Volumen einzuengen. Dem folgend 
wurde die Säule umgekehrt in ein neues Reaktionsgefäß gegeben und das Filtrat durch eine 





Zur Auftrennung und Visualisierung von Total-RNA wurden denaturierende 1,4 % (w/v) 
Formaldehyd-Agarosegele verwendet. Die nach Tab. 2.2 notwendige Menge an Agarose 
wurde unter Erhitzen in Wasser gelöst. Nach dem Abkühlen auf ca. 60 °C wurden 10x 
MOPS-Puffer und Formaldehyd zugesetzt und das Gel gegossen. Es erfolgte ein 5-minütiger 
Vorlauf des Agarosegels in 1x MOPS-Puffer bei 5 V/cm Elektrodenabstand. Von der zu 
analysierenden RNA wurde die gewünschte Menge entnommen und mit ddH2O auf 2 µl 
aufgefüllt. Es wurden 1 µl 10x MOPS-Puffer, 1,7 µl Formaldehyd und 5 µl Formamid 
zugegeben. Danach wurde das Gemisch für 10 min bei 65 °C und anschließend für 5 min auf 
Eis inkubiert. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden 0,5 µl EtBr-Lösung (0,1 µg/µl) und 
1 µl 6x Probenpuffer zu den Proben gegeben. Die Auftrennung erfolgte in 1x MOPS-Puffer 
bei 5 V/cm Elektrodenabstand. Das Agarosegel wurde anschließend für 10 min in ddH2O 
gewaschen. Die Visualisierung erfolgte mittels UV-Licht (320 nm). 
 
Tab. 2.2 Zusammensetzung eines Formaldehyd-Agarosegels 
Komponente Anteil 
Agarose 1,4 % (w/v) 
10x MOPS-Puffer 1x 
Formaldehyd 16 % (v/v) 
ddH2O  
 




   0,2 M  MOPS 
   0,05 M Na-Acetat 
   0,01 M EDTA 
   pH 7,0 ( mit NaOH) 
 
Der 10x MOPS-Puffer wurde im Dunkeln aufbewahrt und nicht autoklaviert. Bei Verfärbung 
des Puffers wurde dieser verworfen. 
 
2.4.6. Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades von Total-RNA 
 
Von der RNA-Probe wurde eine 1/100 Verdünnung in Tris-Puffer (10 mM, pH 8,0) 
hergestellt. Es wurden die optischen Dichten bei 260 nm und 280 nm gegen Tris-Puffer als 
Leerwert bestimmt. Für eine OD260nm = 1 galt die Annahme einer Konzentration von 40 µg/ml 
RNA. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde der Quotient von OD260nm/OD280nm 
ermittelt. Für weitere Versuche wurden nur RNA-Proben mit einem Quotienten >2,0 
verwendet. 
 
2.5. Bestimmung des Genisteingehaltes einer Flüssigkultur 
2.5.1. Extraktion der aromatischen Verbindungen aus dem Kulturüberstand 
 
Für die Bestimmung wurde durch zweimalige Zentrifugation (20000 g, 15 min, 4 °C) ein 
klarer Kulturüberstand gewonnen. Zu diesem Überstand wurde bis zur Sättigung NaCl 
zugegeben. Anschließend erfolgte eine viermalige Extraktion durch Zusatz von MTBE 
entsprechend dem einfachen Volumen des Kulturüberstandes. Nach jedem Extraktionsschritt 
wurde die obere MTBE-Phase entnommen. Nach der Verdunstung des Lösungsmittels wurde 
der verbliebene Extrakt in 100 µl Methanol gelöst und bis zur HPLC-Analyse bei –80 °C 
gelagert. 
 
Material und Methoden 
 
33
2.5.2. Analyse des Kulturextraktes auf den Genisteingehalt 
 
Um den Genisteingehalt im Kulturextrakt zu bestimmten, wurde eine HPLC-Analyse 
durchgeführt. Die eingesetzten Geräte und Bedingungen können bei Campanella et al. (2004) 
entnommen werden. Als Standard diente eine Verdünnungsreihe des bei den Versuchen 
eingesetzten Genisteins. Beobachtet wurde der Verlauf der Absorption bei 260 nm über eine 
Retentionszeit von 50 min. 
 
2.6. Herstellung eines Microarrays mit PCR-Produkten 
2.6.1. Design von Primern zur Erzeugung genspezifischer PCR-Produkte 
 
Die Primer zur Erzeugung genspezifischer Produkte wurden mittels des Programms Primer 3 
(Version 0.9) ermittelt (Rozen & Skaletsky 2000). Die Steuerung der Eingaben und die 
Auswertung der Ausgaben des Programms erfolgte mittels Perl (www.perl.org). Die dazu 
eingesetzten Scripte sind im Anhang aufgeführt. Für die zu ermittelnden Primerpaare galten 
folgende Bedingungen: 
 
• die zu synthetisierenden PCR-Produkte haben eine Länge von 150-500 bp 
• die Primer haben eine optimale Größe von 19 bp ± 1 bp 
• die optimale Schmelztemperatur der einzelnen Primer liegt bei 59 °C ± 2 °C 
• die Bindestelle eines Primers sollte nur einmal in der gesamten bekannten 
Sequenzinformation von B. japonicum vorhanden sein. 
 
Mittels des Scripts Misprime.pl (7.1.1) wurden Dateien, im Weiteren Mispriming-
Bibliotheken genannt, im Fasta-Format erzeugt. Diese Mispriming-Bibliotheken enthielten 
die Sequenzen, an denen keine Primerbindung erfolgen sollte. Anschließend wurde die 
Berechnung der Primersequenzen durch das Programm Primer 3 mit dem Script P3.pl (7.1.2) 
initiiert. Dabei wurden die erzeugten Mispriming-Bibliotheken in die Berechnung 
einbezogen. Die Extraktion und Speicherung der erzeugten Primersequenzen erfolgte mit dem 
Script P3Out2.pl (7.1.3). Dabei wurden zusätzliche Informationen wie Schmelztemperatur, 
Bindestelle und die Produktlänge übernommen. Um die zu synthetisierenden PCR-Produkte 
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in weiteren Experimenten, wie die Erzeugung von Deletionsmutanten oder Reportergen-
Fusionen, verwenden zu können, wurden die Primer mit flankierenden Sequenzen versehen. 
Der Primer für die 5’-Seite des PCR-Produkts wurde mit der Erkennungssequenz des 
Restriktionsenzyms PacI zuzüglich 2 bp Überhang (5´-CCTTAATTAA-3´) und der Primer 
der 3’-Seite mit der des Restriktionsenzyms PmeI zuzüglich 2 bp Überhang (5´-
GTGTTTAAACG-3´) versehen. Dies ermöglichte eine orientierte Klonierung des PCR-
Produktes. Die Synthese der Primer erfolgte durch MWG Biotech (MWG Biotech AG, 
Deutschland). 
2.6.2. Synthese und Aufreinigung der genspezifischen PCR-Produkte 
 
Um eine genügende Menge an PCR-Produkt für die Herstellung der Microarrays zu erhalten 
wurde eine zweistufige Synthese verwendet. Dafür wurden zwei aufeinander gestaffelte PCR-
Reaktionen durchgeführt. Dabei wurde die rekombinante Taq-DNA-Polymerase von 
Fermentas (Fermentas GmbH, Deutschland) entsprechend den Herstellerprotokollen 
eingesetzt. In der ersten Runde wurden die ermittelten genspezifischen Primerpaare mit 
genomischer DNA von B. japonicum in einer PCR eingesetzt (siehe Tab. 2.3 und Tab. 2.4). 
Um den Anteil genomischer DNA zu verringern, wurde das Produkt der ersten PCR vor den 
folgenden Schritten 1/10000 in ddH2O verdünnt. Die folgende PCR wurde mit 
Universalprimern (Pacext: 5´-CCAGTCACGACCCTTAATTAA-3´, Pmeext: 5´-ACAGCTA-
TGACGTGTTTAAACG-3´) durchgeführt. Der Ansatz (Tab. 2.5) und das Profil (Tab. 2.6) 
der zweiten PCR sind weiter unten aufgeführt. Diese PCR wurde für jede Reaktion viermal 
wiederholt. Die einzelnen Ansätze wurden vereinigt und anschließend gemeinsam 
aufgereinigt. Die visuelle Kontrolle der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Bei nicht korrekter Größe oder unspezifischer Amplifikation wurde das 
PCR-Produkt verworfen. Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das Jetquick PCR-Kit 
(Genomed GmbH, Deutschland) entsprechend dem Herstellerprotokoll eingesetzt. Von den 
aufgereinigten PCR-Produkten wurde die DNA-Konzentration mittels Spektrophotometrie 
bestimmt (2.3.3). Anschließend wurde das Volumen der PCR-Produkte in einem Exsikkator 
auf 0 eingeengt. Danach wurden die PCR-Produkte in ddH2O aufgenommen und dabei eine 
Konzentration von 2 µg/µl eingestellt. Um ein vollständiges Auflösen zu erreichen, wurden 
die so aufgenommenen PCR-Produkte für 2 Tage bei 4 °C aufbewahrt. 
Material und Methoden 
 
35
Tab. 2.3 Zusammensetzung der ersten PCR zur Synthese genspezifischer PCR-
Produkte. (2.6.1) 
Komponente Ausgangskonzentration Ansatzvolumen 50 µl 
Primer vorwärts 5 pmol/µl 5 µl 
Primer rückwärts 5 pmol/µl 5 µl 
genomische DNA 10 ng/µl 1 µl 
Puffer ohne MgCl2 10x 5 µl 
MgCl2 50 mM 1,5 µl 
Taq-DNA-Polymerase 1 U/µl 1 µl 
dNTP Mix 10 mM 1,5 µl 
ddH2O  30 µl 
Tab. 2.4 Profil der ersten PCR. Angabe der jeweiligen Zyklusdauer, Temperatur und 
Zykluszahl 
PCR-Phase Dauer (in min) Temperatur (in °C) Zyklen 
Startdenaturierung 5 96 1 
Denaturierung 0,5 96 
Primeranlagerung 0,5 60–30 (-1 °C pro Zyklus) 
DNA-Synthese 1 72 
7 
Denaturierung 0,5 96 
Primeranlagerung 0,5 53 
DNA-Synthese 1 72 
25 
Finale DNA-Synthese 5 72 1 
 
Tab. 2.5 Zusammensetzung der zweiten PCR.  
Komponente Ausgangskonzentration Ansatzvolumen 50 µl 
Primer Pacext 100 pmol/µl 1 µl 
Primer Pmeext 100 pmol/µl 1 µl 
PCR-Produkt (Tab. 2.3) 1/10000 verdünnt 1 µl 
Puffer ohne MgCl2 10x 5 µl 
MgCl2 50 mM 1,5 µl 
Taq-DNA-Polymerase 1 U/µl 1 µl 
dNTP Mix 10 mM 1,5 µl 
ddH2O  38 µl 
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Tab. 2.6 Profil der zweiten PCR. Angabe der jeweiligen Zyklusdauer, Temperatur und 
Zykluszahl 
PCR-Phase Dauer (in min) Temperatur (in °C) Zyklen 
Startdenaturierung 5 96 1 
Denaturierung 0,5 96 
Primeranlagerung 0,5 40-20 (-2 °C pro Zyklus) 
DNA-Synthese 1 72 
10 
Denaturierung 0,5 96 
Primeranlagerung 0,5 20 
DNA-Synthese 1 72 
30 
Finale DNA-Synthese 5 72 1 
 
2.6.3. Sequenzierung der PCR-Produkte 
 
Die Sequenzierung erfolgte mit dem Sequenziergerät Modell 373A (Applied Biosystems 
Applera Deutschland GmbH, Deutschland). Für die Markierungsreaktion wurde das „ABI 
PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing“-Kit (Perkin-Elmer International Inc., Schweiz) 
eingesetzt. Die für die Markierungsreaktion notwendigen Komponenten waren in dem 
mitgelieferten T-Mix enthalten. Die Primer wurden entsprechend dem zu sequenzierenden 
PCR-Produkt verwendet. Der Reaktionsansatz und die anschließende PCR-Reaktion wurden 
wie in Tab. 2.7 und Tab. 2.8 beschrieben zusammengesetzt und durchgeführt. Nach 
Beendigung der Reaktion wurde die DNA durch Ethanolfällung und anschließende 
Zentrifugation (20000 g, 20 min, 4 °C) präzipitiert. Die DNA wurde bis zur Sequenzierung 
bei –20 °C gelagert. 
 
Tab. 2.7 Reaktionsansatz für die Sequenzierungsreaktion 
Komponente Volumen / eingesetzte Menge (∑ 20 µl) 
Primer  6 pmol 
PCR-Produkt 150-450 ng 
T-Mix 8 µl 
ddH2O auf Endvolumen aufgefüllt 
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Tab. 2.8 PCR-Profil für die Sequenzierungsreaktion 
PCR-Phase Dauer (in sec) Temperatur (in °C) Zyklen 
Denaturierung 10 96 
Primeranlagerung 5 50 
DNA-Synthese 240 60 
25 
 
Zur Herstellung des Sequenziergels wurden 30 g Harnstoff in 20 ml dH2O, 6,4 ml Acrylamid 
(40 % (w/v) (Acrylamid/Bis-Acrylamid (19:1); Rotiphorese, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland) und 6 ml 10x TBE-Puffer bei 37 °C aufgelöst. Anschließend wurde der Ansatz 
mit dH2O auf 60 ml aufgefüllt. Die Gellösung wurde über einen Papierfilter filtriert und 
mittels Vakuum für 15 min entgast. Zum Start der Polymerisation wurden 400 µl APS (10 % 
(w/v) in dH2O) und 45 µl TEMED zugegeben und gemischt. Nach dem Gießen erfolgte die 
Polymerisation für 3 h bei RT in horizontaler Lage. 
Die getrockneten Sequenzierproben wurden in 5 µl Probenpuffer aufgelöst. Anschließend 
erfolgte die Denaturierung durch einen Hitzeschritt (2 min, 95 °C), gefolgt von einer kurzen 
Inkubation auf Eis. Von dieser Probe wurden 4 µl auf das Sequenziergel aufgetragen und der 
Lauf entsprechend den Herstellerangaben gestartet. Die Bestimmung der Sequenz erfolgte 
durch die vom Hersteller gelieferte Software. 
 
 10x TBE-Puffer 
  0,89 M Tris-Base 
  0,89 M Borsäure 
  0,02 M EDTA (Na-Salz) 
  pH 8,3 (nur Kontrolle des pH-Wertes; keine nachträgliche Einstellung) 
 
 Probenpuffer 
  0,05 M EDTA 
  83,4 % (v/v) Formamid 
  pH 8,0 (mit NaOH) 
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2.6.4. Herstellung des Microarrays 
 
Die PCR-Produkte mit einer Konzentration von 4 µg/µl wurden im selben Volumen 2x 
Spottingpuffer aufgenommen. Anschließend wurden von diesen PCR-Produkten jeweils 4 µl 
in eine Kavität einer 384-well Platte (Corning GmbH, Deutschland) gegeben. Für die 
Microarrayfertigung wurde das Gerät MicroGrid II (BioRobotics, Cambridge, 
Großbritannien) und als Träger mit Aminosilan beschichtete Glasobjektträger 
(CMT GAPS II, Corning GmbH, Deutschland) verwendet. Von jedem PCR-Produkt wurden 
auf einem Microarray 3 Spots aufgebracht. Außerdem wurden weitere Merkmale auf den 
Microarray aufgetragen. Negativkontrollen wurden durch Einsatz von ddH2O und die 
Festlegung von Leerpunkten eingefügt. Für die Feststellung der Signalspanne wurde eine 
Verdünnungsreihe genomischer DNA von B. japonicum (Endkonzentration 2 µg/µl, 200 
ng/µl, 20 ng/µl, 2 ng/µl) aufgetragen. Die Fixierung der DNA erfolgte durch eine dreistündige 
Inkubation bei 80 °C. Um die aufgebrachten PCR-Produkte zu denaturieren und den 
Spottingpuffer zu entfernen, wurden die Microarrays anschließend verschiedenen 
Waschschritten unterzogen. Zuerst wurden die Microarrays zweimal für 2 min in einer 0,1 % 
(w/v) SDS-Lösung gewaschen. Dem folgte ein zweimaliges Waschen in ddH2O für je 2 min. 
Die Microarrays wurden anschließend für 10 min mit kochendem ddH2O gereinigt. Das 
restliche Wasser wurde durch das Eintauchen in eiskalten absol. EtOH und eine folgende 
Zentrifugation (200 g, 2 min, RT) entfernt. Die Microarrays wurden bis zur Verwendung 
dunkel und trocken gelagert. 
 
 2x Spottingpuffer 
  6x  SSC-Puffer 
  3 M  Betain (wasserfrei) 
 
 20x SSC-Puffer  
  3 M  NaCl 
  0,3 M  Na-Citrat 
  pH 7,0 (mit NaOH) 
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2.6.5. Kontrolle der aufgebrachten DNA-Menge durch SYBR Green II-Färbung 
 
Um die qualitative Menge gespotteter DNA auf den gefertigten Microarrays zu beurteilen, 
wurde eine Microarray pro Charge mit SYBR Green II gefärbt. Dazu wurde der Microarray in 
der SYBR Green II-Färbelösung inkubiert (2 min, RT). Dann wurde der Microarray dreimal 
in 1x TBE-Puffer gewaschen (5 min, RT). Nach Trocknung des Microarrays durch eine 
Zentrifugation (300 g, 2 min, RT) wurde die Färbung durch Bildaufnahme mittels des 
Microarrayscanners Scanarray 4000 (Packard Biochip Technologies LLC, USA) bestimmt. 
 
 SYBR Green II-Färbelösung 
  1x TBE 
  0,01 % SYBR Green II-Stocklösung (Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland) 
 
2.7. cDNA-Synthese und indirekte Markierung mit Cy3/Cy5 für die 
Microarray-Hybridisierung 
 
Während der cDNA-Synthese erfolgte der Einbau von freien Aminogruppen, die für die 
anschließende Markierung der cDNA mit Fluoreszenzfarbstoffen notwendig waren. 
 
2.7.1. cDNA-Synthese von Total-RNA 
 
Für die cDNA-Synthese wurden 5 bis 7,5 µg Total-RNA eingesetzt. Im Falle pflanzlicher 
Total-RNA wurden 25 µg verwendet. Die Zusammensetzung des cDNA-Syntheseansatzes ist 
in Tab. 2.9 aufgeführt. Die entsprechende Menge an Total-RNA und die aminomodifizierten 
Hexamere (5´-NNNNNN-3´) wurden zusammengegeben und mit ddH2O auf ein Volumen 
von 18,5 µl aufgefüllt. Nach einer Inkubation (70 °C, 10 min) wurde die Mischung auf Eis für 
5 min inkubiert. Danach wurde der in Tab. 2.10 aufgeführte Nucleotid-Mix zugegeben und 
vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation (1 h, 42 °C) wurde 1 µl Superscript II (200 U/µl; 
Invitrogen GmbH, Deutschland) zugegeben und erneut für 1 h bei 42 °C inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zusatz von 15 µl NaOH-Lösung (0.1 N) gestoppt und die enthaltene 
RNA während einer 15 min Inkubation bei 70 °C denaturiert. Nach Neutralisierung durch 
Zugabe von 15 µl HCl-Lösung (0,1 N) wurde das Gemisch mit ddH2O auf 500 µl aufgefüllt. 




Tab. 2.9 Ansatz zur cDNA-Synthese aus Total-RNA. 
Komponente Konz. Zugabe (Σ 30 µl) 
Total-RNA  x 
aminomodifizierte Hexamere 4 µg/µl 2 µl 
Nucleotidmix (Tab. 2.10)  11,6 µl 
ddH2O  auf 30 µl 
 
Tab. 2.10 Zusammensetzung des Nucleotidmixes für die Synthese 
von cDNA. 
Komponente Konz. Zugabe (Σ 11,6 µl) 
RT-Puffer 5x 6 µl 
aminoallyl-dUTP-Mix (Tab. 2.11) 50x 0,6 µl 
DTT 0,1 M 3 µl 
RNase OUT 40 U/µl 0,5 µl 
Superscript II 200 U/µl 1,5 µl 
 
Tab. 2.11 Zusammensetzung des 50x aminoallyl-dUTP-Mix für die 
cDNA-Synthese. 
Komponente Ausgangskonz. Endkonz. 
dATP 100 mM 25 mM 
dCTP 100 mM 25 mM 
dGTP 100 mM 25 mM 
dTTP 100 mM 5 mM 
aminoallyl-dUTP (Sigma-Aldrich 
GmbH, Deutschland) 
100 mM 20 mM 
 
2.7.2. Markierung der cDNA mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 
 
Für die Markierung wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 (PA23031, GE Healthcare, 
Deutschland) und Cy5 (PA25031, GE Healthcare, Deutschland) eingesetzt. Der für die 
Markierung von 1 mg Protein ausreichende Farbstoff wurde in 20 µl DMSO aufgelöst und zu 
je 2 µl aliquotiert. Diese Aliquote wurden danach in einem Exsikkator bis zur Trockne 
eingeengt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 




Zu 20 µl gereinigter cDNA wurde 1 µl Na2CO3_Lösung (1 M, pH 9,0) zugegeben und 
gemischt. Dieses Gemisch wurde mit einem Aliquot des vorbereiteten Fluoreszenzfarbstoffs 
gemischt und im Dunkeln inkubiert (2 h, RT). Der Reaktionsstopp und die Bindung freier 
Farbstoffe erfolgte durch den Zusatz von 4,5 µl 4 M Hydroxylaminlösung und einer 
anschließenden Inkubation (15 min, RT, im Dunkeln). Nach Auffüllen des Reaktionsansatzes 
mit ddH2O auf 500 µl wurde dieser in die Microcon YM-30 Filtereinheiten (Millipore GmbH, 
Deutschland) gegeben und zentrifugiert (11000 g, 8 min, RT). Das Filtrat wurde verworfen. 
Es wurden 500 µl ddH2O auf den Filter gegeben und erneut zentrifugiert (11000 g, 8 min, 
RT). Nach Wiederholung dieses Waschschrittes wurde der Überstand durch schrittweise 
Zentrifugation auf ein geringes Volumen (10-20 µl) eingeengt. Die so gereinigte und 
markierte cDNA wurde im Dunkeln bei –20 °C bis zur Verwendung gelagert. 
 
2.8. Microarray-Hybridisierungen 
2.8.1. Hybridisierung von Microarrays mit PCR-Produkten 
 
Die Microarrays wurden vor Beginn der Hybridisierung einer Prähybridisierung unterzogen. 
Dabei wurden die Glasobjektträger in auf 65 °C vorgewärmten Prähybridisierungspuffer für 
60 min bei 65 °C inkubiert. Danach wurden sie für 30 sec in ddH2O gewaschen, kurz in absol. 
EtOH getaucht und durch eine Zentrifugation (300 g, 2 min, RT) getrocknet. Es erfolgte eine 
gleichzeitige Hybridisierung mit unterschiedlich markierten Proben. Der Hybridisierungs-
ansatz wurde entsprechend Tab. 2.12 vorbereitet. Das Volumen richtete sich nach dem 
verwendeten Microarray. Durch einen Hitzeschritt (95 °C, 2 min) mit anschließender kurzer 
Inkubation auf Eis wurde der Ansatz unmittelbar vor der Hybridisierung denaturiert. 




Tab. 2.12 Ansatz für die Hybridisierung von auf PCR-Produkten 
basierenden Microarrays 
Komponente Konzentration /Menge 
Probe, markiert mit Fluorophor Cy5 x 
Probe, markiert mit Fluorophor Cy3  y 
SSC-Puffer 3x 
SDS 0,3 % (w/v) 
Hefe-tRNA (Invitrogen GmbH, Deutschland) 100 µg 
ddH2O auf Endvolumen auffüllen 
 
In die Hybridisierungskammer (Corning GmbH, Deutschland) wurden 200 µl ddH2O 
gegeben. Der vorbehandelte Microarray wurde in die Hybridisierungskammer gelegt und der 
LifterSlip (Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland) über den zu hybridisierenden Bereich gelegt. 
Die denaturierte Probe wurde unter den LifterSlip pipettiert. Die Hybridisierungskammer 
wurde geschlossen und in einem vorgeheizten Wasserbad bei 65 °C für 15-16 h inkubiert. 
Nach Ablauf der Hybridisierung wurde das Deckglas durch vorsichtiges Schwenken des 
Glasobjektträgers in vorgewärmter Waschlösung I (65 °C) entfernt. Anschließend wurde der 
Microarray in vorgewärmter Waschlösung I (5 min, 65 °C) gewaschen. Darauf folgte ein 
Waschschritt in Waschlösung II (5 min, RT) und folgend in Waschlösung III (5 min, RT). Der 
Microarray wurde durch eine Zentrifugation (300 g, 3 min, RT) getrocknet und bis zur 
Bildaufnahme im Dunkeln aufbewahrt. 
 
 Prähybridisierungspuffer  
  3x  SSC-Puffer 
  0,3 % (w/v) SDS 
  10 % (w/v) BSA 
  pH 7,0 
 
 Waschlösung I 
  2x  SSC 
  0,03 % (w/v) SDS 
  pH 7,0 (mit NaOH) 
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 Waschlösung II  
  1x  SSC 
  pH 7,0 (mit NaOH) 
 
 Waschlösung III  
  0,2x  SSC 
  pH 7,0 (mit NaOH) 
 
2.8.2. Bildaufnahme und Datenextraktion der Microarray-Hybridisierungen 
 
Die Bildaufnahme der hybridisierten Microarrays erfolgte unmittelbar nach dem Ablauf der 
Hybridisierung und dem Waschen der Microarrays. Für die Bildaufnahme wurden der 
Microarrayscanner Scanarray 4000 und die Software Scanarray V. 4.0 verwendet (Packard 
Biochip Technologies LLC, Billercia, USA). Die Einstellung für die verwendete 
Laserintensität und die der PMT-Spannung („Photo Multiplier Tube“) wurde anhand der auf 
den jeweiligen Microarray aufgebrachten Kontrollen bestimmt. Als Kontrollen wurden 
Verdünnungsreihen genomischer DNA von B. japonicum und PCR-Produkten, die die 
16S rDNA und 23S rDNA repräsentieren, gewählt (2.6.4). Die Einstellung erfolgte so, dass 
die Intensität der Hybridisierungssignale an Position der Kontrollen für die beiden 
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe Cy5 und Cy3 gleich war und eine durchschnittliche 
Signalintensität von 80 % erreicht wurde. Die Extraktion der Signalintensitäten aus den 
Aufnahmen erfolgte über das Programm QuantArray Version 3.1 (Packard Biochip 
Technologies LLC, Billercia, USA). Unter den zur Verfügung stehenden Optionen wurde die 
Methode „Fixed Circle“ mit einem Spotdurchmesser von 100 µm eingesetzt. Dieser 
Durchmesser wurde durch Messungen anhand der gescannten Microarrays bestimmt. Nach 
der Messung der Intensitäten wurden für die einzelnen Spots und dem zugehörigen 
Hintergrund die jeweils niedrigsten und höchsten 10 % der Messwerte entfernt. 
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2.9. Analyse der Microarraydaten 
2.9.1. Software für die Datenauswertung 
 
Für die Auswertung der erhaltenen Microarraydaten wurde das Softwarepaket Limma Version 
1.8.11 verwendet (Smyth 2004). Diese Software basiert auf der Programmiersprache und 
Programmumgebung „R“, die für statistische Berechnungen und graphische Darstellung 
entwickelt wurde (R Development Core Team 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde die 
Version 1.9.1 von R (www.r-project.org) eingesetzt. Das eingesetzte Script für die statistische 
Auswertung der Experimente mit dem Microarray DD7 ist im Anhang aufgeführt (7.2). 
 
2.9.2. Datenauswertung der Microarrayserie DD7 
 
Für die Auswertung einer Versuchsreihe wurden nach dem Einlesen der einzelnen Rohdaten 
die Hintergrundwerte korrigiert. Anschließend wurde jedem Signal ≤ 0 ein Basiswert von 0,5 
zugewiesen. Bei der anschießenden Normalisierung flossen nur Messwerte ein, deren Spots 
Gene repräsentierten. Messwerte der auf dem Microarray aufgebrachten Verdünnungsreihe 
und anderer Kontrollelemente wurden dabei nicht berücksichtigt. Für eine Normalisierung 
zwischen den Microarrays einer Versuchsreihe wurde die Methode „Scale“ eingesetzt. Bei 
dieser Methode wird die Abweichung des Medians der einzelnen Microarrays aneinander 
angeglichen. Anschließend wurde für die Versuchsreihe das lineare Modell erstellt und das 
Bayes-Theorem angewendet. Als signifikant wurden die Werte angesehen, die nach der 
Auswertung einen p-Wert <0.5 aufwiesen. Werte mit einem Ausgabewert des Bayes-
Theorems >0 wurden als differentiell expremiert definiert. 
 
2.10. Bestimmung der Sequenzähnlichkeit 
 
Für die Untersuchung von Sequenzähnlichkeiten wurde das „Basis Local Alignment Tool – 
BLAST“ (www.ncbi.nlm.mih.gov/BLAST) verwendet (Altschul et al. 1990). Für Vergleiche 
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3.1. Herstellung eines auf PCR-Produkten basierenden Microarrays 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein auf PCR-Produkten basierender Microarray hergestellt 
werden. Die Herstellung eines solchen Microarrays umfasste verschiedene Arbeitsschritte. So 
mussten geeignete Primerpaare für die Synthese von genspezifischen Produkten ermittelt und 
die PCR-Produkte synthetisiert werden. Im Anschluss an die Synthese der PCR-Produkte 
wurde die Genspezifität und die Korrektheit der PCR-Produkte durch eine Sequenzierung 
verifiziert. Nach diesem Schritt erfolgte die eigentliche Herstellung des Microarrays und die 
Kontrolle mittels SYBR Green II-Färbung. Für die Markierung und Datenauswertung wurden 
die im Kapitel Material und Methoden beschriebenen Protokolle und Methoden entwickelt. 
 
3.1.1. Primerdesign, Synthese und Kontrolle der PCR-Produkte 
 
Grundlage für die Auswahl geeigneter Primerpaare bzw. der repräsentierten Gene war die bis 
dato vorhandenen Sequenzinformation von B. japonicum. Zum einem wurde auf die bis dahin 
bekannten Sequenzen aus verschiedensten wissenschaftlichen Arbeiten zugegriffen. Ein 
großer Teil der repräsentierten Gene stammte jedoch aus der Sequenzierung eines 
Genomabschnitts von B. japonicum USDA110 im Jahr 2001 (Göttfert et al. 2001). Diese 
sogenannte symbiontische Region deckt 410 kb des Genoms ab. Die im Jahr 2002 publizierte 
gesamte Sequenz des Genoms von B. japonicum konnte nicht mehr in das Primerdesign und 
die anschließende Herstellung des Microarrays einbezogen werden (Kaneko et al. 2002a; 
Kaneko et al. 2002b). Für das Design der genspezifischen Primerpaare wurde das Programm 
Primer 3 wie beschrieben verwendet (2.6.1). Für das Primerdesign wurden die Sequenzen von 
599 bekannten und potentiellen Genen eingesetzt. Für 545 Gene konnten entsprechende 
Primerpaare berechnet werden. Davon wurden 413 Gene ausgewählt und für diese 
anschließend die Primerpaare synthetisiert (Tab. 3.1). Die erhaltenen Primerpaare wurden für 
die Synthese genspezifischer PCR-Produkte eingesetzt. Die Synthese erfolgte entsprechend 
dem unter 2.6.2 beschriebenem Protokoll. Für 403 Gene konnten in der ersten PCR-Stufe die 
PCR-Produkte in erwarteter Größe synthetisiert werden. Von den verbleibenden 20 Genen 
wurden entweder kein oder mehrere PCR-Produkte erhalten. Auf diese wurde im Weiteren 
verzichtet. Von den 403 PCR-Produkten konnte in der zweiten PCR-Stufe genügend Material 
für die Microarrayherstellung gewonnen werden. Nach der Aufreinigung und 
Konzentrationseinstellung der PCR-Produkte ergab eine Kontrolle durch elektrophoretische 
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Auftrennung eine korrekte Größe aller 403 PCR-Produkte. Anschließend wurden 40 PCR-
Produkte zufällig ausgewählt, um die Genspezifität mittels einer Sequenzierung zu 
überprüfen. Die erhaltene Sequenz wurde durch Bestimmung der Sequenzähnlichkeit 
kontrolliert. Hierbei wurde in keinem Fall eine Abweichung von der gewünschten 
Zielsequenz festgestellt. Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden bei der Herstellung des 
Microarrays DD7 eingesetzt.  
 
Tab. 3.1 Übersicht über die Ergebnisse des Primerdesigns, die Synthese der 
PCR-Produkte und die anschließende Kontrolle mittels Sequenzierung. 
Arbeitsschritt Anzahl Anteil (in %) 
eingesetzte Sequenzen 599 100 
ermittelte Primerpaare 545 91 
ausgewählte Primerpaare 413 69 
synthetisierte PCR-Produkte 403 67 
keine erfolgreiche Synthese 20 3 
durch Sequenzierung überprüfte PCR-Produkte 40 7 
 
3.1.2. Herstellung des Microarrays und Kontrolle durch SYBR Green II-Färbung 
 
Die Herstellung des Microarrays erfolgte gemäß den in Kapitel Material und Methoden 
beschriebenen Protokollen. Durch die Färbung mit SYBR Green II konnte eine qualitative 
Beurteilung der aufgebrachten Menge an DNA bei den hergestellten Microarrays erfolgen 
(Abb. 3.1). So konnte eine gleichmäßige Morphologie und Durchmesser der Spots bei dieser 
Färbung festgestellt werden. Ebenso entsprach die Position von Leerzellen denen der 
aufgebrachten Negativkontrollen. Die Signalintensität weist auf eine ausgeglichene DNA-
Konzentration in den aufgebrachten Spots hin. 
 
Abb. 3.1 Ausschnitt vom Microarray DD7 nach der Färbung mit 
SYBR Green II. Pfeile zeigen die Positionen von Leerfeldern an 
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3.1.3. Potentielle Kreuzhybridisierung der hergestellten PCR-Produkte 
 
Wie schon erwähnt, wurde während des Zeitraumes dieser Arbeit das Genom von 
B. japonicum USDA110 vollständig sequenziert. Da das Primerdesign und die Entwicklung 
des Microarrays noch auf der unvollständigen Sequenzinformation beruhte, wurde im 
Nachhinein mittels Homologievergleich die Möglichkeit von Kreuzhybridisierungen 
überprüft. Hierzu wurden die Sequenzen der PCR-Produkte mit der nun vorliegenden, 
vollständigen Sequenzinformation verglichen. Aufgrund der Arbeiten von Evertsz et al. 
(2001) wurde ab einer Sequenzhomologie >80 % über eine Länge von 50 bp die Möglichkeit 
einer Kreuzhybridisierung in Betracht gezogen. Nach dem Vergleich mit der gesamten 
Sequenz konnte bei insgesamt 54 Genen eine Homologie >80 % zu anderen Genen 
festgestellt werden (Tab. 3.2). Diese Gene wurden von der anschließenden Auswertung 
ausgeschlossen. 
 
Tab. 3.2 PCR-Produkte mit einer Möglichkeit der Kreuzhybridisierung. 






(in %) E-Value 
bll1193 193 blr3396 59 86 8,00E-08 
bll1195 459 blr6255 64 85 5,00E-08 
bll1714 466 blr4774 59 89 3,00E-12 
  blr4774 68 86 2,00E-10 
  blr0258 113 81 1,00E-08 
bll1715 244 blr4773 77 84 6,00E-09 
bll1718 247 bll1751 163 100 1,00E-88 
  blr4298 164 81 1,00E-17 
bll1779 284 blr1712 284 284 1,00E-161 
bll1791 483 bll2492 179 84 3,00E-31 
bll1792 221 blr7485 71 84 9,00E-08 
bll1862 215 bll8201 215 100 1,00E-120 
bll1872 354 bll2085 59 86 1,00E-107 
bll1906 229 bll0009 189 84 8,00E-33 
bll1946 158 blr0060 159 91 7,00E-51 
bll2059 276 blr5626 258 94 1,00E-112 
  blr6979 258 89 2,00E-83 
  blr7533 134 85 4,00E-26 
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(in %) E-Value 
  blr5227 152 82 8,00E-18 
bll2060 160 blr5625 142 84 5,00E-24 
  bsr7532 142 83 1,00E-21 
  blr6978 119 84 2,00E-17 
bll2065 365 bll4863 82 82 6,00E-07 
bll2085 380 bll1872 139 82 1,00E-14 
bll5062 434 bll5628 63 85 2,00E-07 
bll7072 178 blr3907 75 92 3,00E-22 
  bll7154 60 91 1,00E-15 
bll8244 381 blr1693 253 80 2,00E-25 
blr1656 270 blr1964 143 83 5,00E-22 
blr1704 250 blr1854 88 85 4,00E-13 
blr1720 346 bll6942 201 82 2,00E-25 
blr1721 403 bll6941 350 81 6,00E-38 
blr1736 407 bll6928 116 81 4,00E-08 
blr1737 169 bll6927 152 82 2,00E-20 
blr1781 310 bll2161 310 100 1,00E-176 
  bll2139 310 100 1,00E-176 
blr1782 222 bll2160 222 100 1,00E-124 
blr1783 449 bll2159 449 100 0 
blr1789 279 blr1904 61 85 2,00E-06 
blr1806 349 blr1649 202 82 2,00E-28 
blr1854 322 blr1704 271 85 2,00E-62 
blr1883 343 blr0723 164 90 2,00E-53 
blr1895 497 blr4557 105 84 9,00E-16 
  blr3224 105 84 9,00E-16 
  blr3224 80 85 2,00E-10 
blr1905 378 bll1685 190 86 2,00E-37 
  bll1675 134 88 5,00E-35 
  blr1655 118 85 1,00E-20 
blr1945 486 bll0061 454 88 1,00E-143 
blr1947 178 bsl0059 176 95 1,00E-77 
blr1950 170 bll0057 170 94 9,00E-72 
blr1955 400 bll4105 298 94 1,00E-133 
blr1964 265 blr1656 143 83 5,00E-22 
blr1995 247 blr1998 196 100 1,00E-108 
blr2101 396 blr1626 65 86 1,00E-08 
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(in %) E-Value 
blr2102 240 blr1627 75 86 2,00E-12 
  blr1627 72 84 2,00E-08 
blr2583 321 bll1524 66 87 9,00E-12 
blr2584 485 bll1521 249 82 7,00E-35 
  bll1521 52 94 4,00E-15 
blr4523 425 blr3771 338 85 4,00E-76 
blr5226 165 bsr7523 74 82 6,00E-05 
blr5227 450 bll2059 388 88 1,00E-118 
  blr5626 388 88 1,00E-113 
  blr7533 447 85 9,00E-96 
  blr6979 335 86 8,00E-84 
  blr4635 59 84 5,00E-05 
blr5230 209 bll5219 59 84 2,00E-05 
blr6978 215 bsr7532 186 86 1,00E-40 
  blr5625 191 85 8,00E-39 
  bll2060 173 82 3,00E-23 
  blr5226 80 85 9,00E-11 
blr6979 313 blr5626 301 92 1,00E-116 
  bll2059 276 89 5,00E-87 
  blr7533 281 88 3,00E-85 
  blr5227 290 82 3,00E-45 
bsl1808 251 bsl1652 80 85 1,00E-10 
bsr1784 242 bll2158 242 100 1,00E-136 
id526 207 bll1944 122 100 2,00E-64 
  bll1872 141 84 3,00E-23 
  bll2085 50 90 1,00E-09 
id875 164 bll1872 136 82 1,00E-15 
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3.2. Einfluss des pflanzlichen Signalmoleküls Genistein auf die 
Transkription bei Bradyrhizobium japonicum 
 
Um die Rolle des pflanzlichen Signalmoleküls auf die Genexpression bei B. japonicum zu 
untersuchen, wurden in einer Versuchsreihe Flüssigkulturen mit dem Flavonoid Genistein 
versetzt. Genistein ist ein bekannter Induktor der nod-Gene in B. japonicum (1.3). Als 
Negativkontrolle erfolgte der Zusatz des entsprechenden Lösungsmittels Methanol zu der 
Kultur. 
Um den geeigneten Zeitpunkt für diese Analyse zu ermitteln, wurde über einen Zeitraum von 
48 Stunden die Transkription untersucht. Grundlage für diesen gewählten Zeitraum waren die 
auf Reportergen-Fusionen basierenden Expressionsdaten bisheriger Untersuchungen 
(Sadowsky et al. 1991; Krause et al. 2002). Für die Zeitpunkte 48 h, 24 h und 12 h nach 
Genisteingabe konnte keine Induktion der Expression der nod-Gene nachgewiesen werden. 
Bei der weiteren Reduzierung auf 6 h nach Genisteingabe war eine geringe Induktion der nod-
Gene im Vergleich zur Methanolgabe nachweisbar. Daraufhin wurde der Schwerpunkt auf die 
Untersuchung der Zeitpunkte 1 h, 2 h, 3 h bzw. 4 h (im Weiteren ZP 1, ZP 2, ZP 3 bzw. ZP 4) 
nach Genistein- bzw. Methanolgabe gelegt. Von jedem Zeitpunkt wurden 6 unabhängige 
Flüssigkulturen angelegt und von den Bakterien jeweils die Total-RNA isoliert. Nach der 
Isolierung erfolgte die cDNA-Synthese mit anschließender Fluoreszenzmarkierung. Je 3 
Proben eines Zeitpunktes wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 bzw. Cy5 markiert. Für 
die Hybridisierung wurden immer verschieden markierte Proben von mit Methanol bzw. 
Genistein versetzten Kulturen verwendet. Die Darstellung erfolgt in Anlehnung an die durch 
Kaneko et al. (2002a) vorgenommenen Kategorisierung der Gene und mit Angabe des 
Induktionsfaktors im Verhältnis von Genistein zu Methanol. Zu beachten ist, dass im 
Folgenden nur die differentiell expremierten Gene aufgeführt werden. 
Für den ZP 1 konnte keine Induktion nachgewiesen werden. An den folgenden Zeitpunkten 
wurde eine differentielle Expression bei 227 Genen nachgewiesen. Die differentiell 
expremierten Gene erstrecken sich über alle funktionellen Kategorien, wobei die Klasse 
hypothetischer Proteine mit 95 Genen 42 % der induzierten Gene ausmachte (Tab. 3.3). Mit 
157,2 weist das hypothetische, konservierte Gen bll1925 den höchsten Induktionsfaktor auf. 
Danach folgen mit nodD2 (Faktor 114,6) und noeI (Faktor 107,3) zwei für die Ausbildung der 
Symbiose relevante Gene. In Tab. 3.4 sind die Gene mit Induktionsfaktoren >10 aufgeführt. 
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Tab. 3.3 Funktionelle Einteilung der Gene deren Expression zu einem der 
untersuchten Zeitpunkte (ZP 2, ZP 3 oder ZP 4) durch Genisteingabe 
induziert wurde. 
Kategorie Anzahl 
Biosynthese von Cofaktoren, prosthetischen Gruppen und Transportern 8 
Energiemetabolismus 5 
Fettsäure-, Phospholipid- und Steroidmetabolismus 1 
Hypothetische Proteine 95 
Purine, Pyrimidine, Nucleoside und Nucleotide 2 
regulatorische Funktion 10 
Replikation, Rekombination und Reparatur von DNA 4 
Synthese von Aminosäuren 10 
für die Symbiose relevante Gene 35 
Translation 4 
Transport- und Bindungsproteine 11 
zelluläre Prozesse 12 
zentraler Intermediärmetabolismus inkl. Stickstoffmetabolismus 30 
Summe 227 
 
Tab. 3.4 Gene mit einem Induktionsfaktor >10 innerhalb des beobachteten 
Zeitraumes (ZP 2, ZP 3 oder ZP 4) nach Genisteingabe zum Kulturmedium. Der 
dargestellte Induktionsfaktor basiert auf dem Vergleich der Messwerte von je 6 
unabhängigen Flüssigkulturen mit Genistein- bzw. Methanolzugabe. 
Gen Name Kategorie ZP Induktion 
bll1925  Hypothetische Proteine 4 157,2
bll2021 nodD2 für die Symbiose relevante Proteine 4 114,6
blr2062 noeI für die Symbiose relevante Proteine 3 107,3
blr7037 napD für die Symbiose relevante Proteine 4 91,4
blr3001  Hypothetische Proteine 4 78,5
blr2026 nodB für die Symbiose relevante Proteine 2 70,2
blr2027 nodC für die Symbiose relevante Proteine 3 45,4
blr2026 nodB für die Symbiose relevante Proteine 3 40,7
blr2025 nodA für die Symbiose relevante Proteine 3 33,3
bll1921  Replikation, Rekombination und Reparatur von DNA 3 32,8
bsr1764  Hypothetische Proteine 4 22,5
bll1919 sbcC Replikation, Rekombination und Reparatur von DNA 4 17,1
bsr2072  Hypothetische Proteine 4 16,4
blr1197  Zelluläre Prozesse 4 15,3
bsl2014  Hypothetische Proteine 4 14,6
bsl2070  Hypothetische Proteine 4 14,4
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Gen Name Kategorie ZP Induktion 
blr2044  Hypothetische Proteine 4 13,6
bll1799  Hypothetische Proteine 4 13,0
blr1774 fixC Stickstoffstoffwechsel (Zentraler Intermediärstoffwechsel) 4 12,3
blr1859  Hypothetische Proteine 4 12,2
bll2049 trpD Synthese von Aminosäuren 4 11,9
id838  Hypothetische Proteine 4 11,8
bll1778  Hypothetische Proteine 4 11,7
id762  Hypothetische Proteine 4 11,7
bll1795  Translation 4 11,3
blr7089 nirK Stickstoffstoffwechsel (Zentraler Intermediärstoffwechsel) 4 11,0
blr7573 exoU Zentraler Intermediärstoffwechsel 4 10,9
blr1765 fer2 Zentraler Intermediärstoffwechsel 4 10,9
blr2035 nodZ für die Symbiose relevante Proteine 3 10,8
bll1793  Translation 4 10,5
blr1748  Hypothetische Proteine 4 10,5
blr1743 nifD Stickstoffstoffwechsel (Zentraler Intermediärstoffwechsel) 4 10,5
blr1746 nifN Stickstoffstoffwechsel (Zentraler Intermediärstoffwechsel) 4 10,3
blr1771 nifW Stickstoffstoffwechsel (Zentraler Intermediärstoffwechsel) 4 10,3
bsl2020  Hypothetische Proteine 4 10,2
bll1921 sbcD Replikation, Rekombination und Reparatur von DNA 4 10,1
bll1981  Hypothetische Proteine 4 10,1
blr1817  Hypothetische Proteine 4 10,0
 
Ein großer Teil der beobachteten Induktion durch das Flavonoid Genistein fällt auf für die 
Symbiose relevanten Gene, auf Gene für den Stickstoffmetabolismus und ein putatives Typ 
III-Sekretionssystem. Im Weiteren werden die Ergebnisse für diese drei Gruppen detailliert 
vorgestellt. 
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3.2.1. Für die Symbiose relevante Gene 
 
Durch die Gabe von Genistein zum Kulturmedium konnte eine Induktion von für die 
Symbiose relevanten Genen beobachtet werden (Tab. 3.5). Eine erhöhte Expression wiesen 
u.a. die für die Synthese der Nod-Faktoren verantwortlichen Gene des Operons nodY-nodZ. 
Die Produkte der Gene nolU und nolV spielen bei der Bildung eines Typ III-
Sekretionssystems eine Rolle. Auch die beiden für Regulatoren kodierenden Gene nolA und 
nodD2 wiesen zum ZP 4 eine erhöhte Expression auf. 
 
Tab. 3.5: Für die Symbiose relevante Gene mit einer Induktion 
nach Genisteingabe zum Kulturmedium; Der dargestellte 
Induktionsfaktor basiert auf dem Vergleich der Messwerte von je 6 
unabhängigen Flüssigkulturen mit Genistein- bzw. Methanolzugabe. 
Gen Name ZP Faktor 
blr1814 nolU 4 5,0 
blr1815 nolV 4 6,4 
bsl2015 nolZ 4 6,6 
bll2016 nolY 4 9,4 
bll2019 nolA 4 9,8 
bll2021 nodD2 4 114,6 
blr2024 nodY 4 7,2 
blr2025 nodA 3 33,3 
blr2026 nodB 2 70,2 
blr2026 nodB 3 40,7 
blr2027 nodC 3 45,4 
blr2028 nodS 4 9,2 
blr2030 nodI 4 9,5 
blr2031 nodJ 3 9,5 
blr2033 nolN 4 8,5 
blr2034 nolO 4 9,3 
blr2035 nodZ 3 10,8 
blr2035 nodZ 4 7,9 
blr2062 noeI 3 107,3 
blr2062 noeI 4 4,8 
bll2067 nfeC 4 4,9 
blr2073 noeE-Homolog 4 7,8 
blr2074 noeE-Homolog 4 6,7 
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3.2.2. Für den Stickstoffmetabolismus relevante Gene 
 
Bei der Untersuchung des Einflusses des Flavonoids Genistein auf die Transkription bei 
B. japonicum konnte eine Induktion für am Stickstoffmetabolismus beteiligte Gene 
nachgewiesen werden. Sowohl die Transkription der für die Stickstofffixierung (Tab. 3.6) als 
auch der für die Denitrifikation (Tab. 3.7) notwendigen Gene wurden 4 h (ZP 4) nach Gabe 
von Genistein induziert. 
 
3.2.2.1. Gene für die Stickstofffixierung und deren Regulatoren 
 
Die für die Bildung der Komponente I (Dinitrogenase) des Nitrogenasekomplexes benötigten 
Gene nifDKENX zeigten zum ZP 4 eine Induktion nach Genisteingabe. Ebenso wies das Gen 
nifH für die Komponente II (Dinitrogenase-Reduktase) und das zugehörige Operon nifHQW 
eine Induktion auf. Bis auf die nicht auf dem Microarray vorhandenen Gen fixNOQP und 
fixGHIS konnte für alle bei der Bildung und Funktion des Nitrogenasekomplexes beteiligten 
Gene eine Expression und Induktion nach Genisteingabe nachgewiesen werde (1.4). Dies 
deutet auf die Bildung eine vollständigen Nitrogenasekomplexes hin. Für die beiden, das 
Zweikomponentenregulationssystem FixLJ bildenden Gene fixL und fixJ konnte zum ZP 4 
eine Expression nachgewiesen werden, jedoch wurden diese zwischen den beiden 
untersuchten Zuständen (Genistein- bzw. Methanolgabe) nicht differentiell expremiert. Für 
das Gen regS, kodierend für einen Teil des Zweikomponentenregulationssystems RegSR, 
wurde ebenso eine Induktion durch das Flavonoid Genistein beobachtet. Die Genexpression 
des nachgeschalteten Regulators NifA zeigte ein Ansteigen der Induktion mit einem Faktor 
2,2 zum ZP 3 auf Faktor 3,5 zum ZP 4. 
 
3.2.2.2. Gene für die Denitrifikation 
 
Die für den ersten Schritt der Denitrifikation benötigten Proteine werden durch das Cluster 
napEDABC codiert. Für die zugehörigen Gene napD und napA konnten Induktionen zum 
ZP 4 nach Genisteingabe nachgewiesen werden (Tab. 3.7). Wie in Abb. 3.2 zu sehen, wird 
das Gen napA sowohl in der Kultur mit Methanol- als auch Genisteingabe zu ZP 2 
expremiert. Diese Expression steigt bei Genisteingabe zum ZP 4 an, während sie bei 
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Methanolgabe konstant bleibt. Dieses Verhalten ist auch bei dem Gen für die Nitritreduktase 
nirK und Genen norC und norB des Clusters norCBQDE der Stickoxidreduktase zu 
beobachten. Den gleichen Verlauf der Expression zeigen die Gene des Clusters 
nosRZDFYLX. Der an der Regulation der Denitrifikationsgene beteiligte Regulator NnrR wies 
ebenso wie die anderen Denitrifikationsgene eine Induktion der Transkription nach 
Genisteingabe auf. 
 
Tab. 3.6 Für die Stickstofffixierung relevante Gene mit einer Induktion 4 h 
(ZP 4) nach Genisteingabe zum Kulturmedium. Der dargestellte Induktions-
faktor basiert auf dem Vergleich der Messwerte von je 6 unabhängigen 
Flüssigkulturen mit Genistein- bzw. Methanolzugabe. 
Gen Name Faktor Gen Name Faktor 
bll0905 regS 6,4 blr1761 nifZ 6,3 
blr1743 nifD 10,5 blr1769 nifH 4,3 
blr1744 nifK 8,1 blr1770 nifQ 6,8 
blr1745 nifE 8,1 blr1771 nifW 10,3 
blr1746 nifN 10,3 blr1773 fixB 5,3 
blr1747 nifX 8,1 blr1774 fixC 12,3 
blr1756 nifS 5,4 blr2036 fixR 3,0 
bsr1757 fixU 8,4 blr2038 fixA 4,3 
bsr1760 frxA 9,6   
 
Tab. 3.7 Für die Denitrifikation relevante Gene mit einer Induktion 4 h (ZP 4) 
nach Genisteingabe zum Kulturmedium. Der dargestellte Induktionsfaktor 
basiert auf dem Vergleich der Messwerte von je 6 unabhängigen Flüssigkulturen 
mit Genistein- bzw. Methanolzugabe. 
















Abb. 3.2 Relative Expressionslevel von Denitrifikationsgenen mit einer Induktion nach 
Genisteingabe; y-Achse: relativer Expressionslevel, x-Achse: Zeitpunkt der Probennahme 
nach Genistein- bzw. Methanolgabe, unterbrochene Linie: Probe mit Genisteingabe, 
durchgehende Linie: Probe mit Methanolgabe 
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3.2.3. Gene des Typ III-Sekretionssystems und tts-Box kontrollierte Gene 
 
Durch Krause et al. (2002) konnte eine vom Flavonoid Genistein abhängige Expression der 
TTSS-Gene nachgewiesen werden. Dies betraf sowohl putative Strukturgene als auch Gene 
für potentiell sekretierte Proteine. Bei einer Analyse der intergenischen Sequenzen von 
B. japonicum wurden 31 Regionen identifiziert, die eine zur tts-Box homologe Sequenz 
aufweisen (Zukunft 2003). Auf dem verwendeten Microarray sind 7 Gene bzw. Operons 
repräsentiert, deren Promotorbereiche eine dieser potentiellen tts-Boxen enthalten. 
 
 
Abb. 3.3 Ausgewählte Gene für die Ausbildung eines TTSS und durch putative tts-
Boxen kontrollierte Gene und deren Expression nach Genisteingabe zum 
Kulturmedium. Pfeilspitze: nod-Box, Pfeil: tts-Box, unterstrichene Namen: auf dem 
Microarray vorhandene Gene, Stern: Gene mit signifikanter Induktion durch Genisteingabe, 
A) Operon mit TTSS-Strukturgen und Regulator ttsI unter Kontrolle einer nod-Box, B) bis F) 
Gene bzw. Operons unter Kontrolle einer putativen tts-Box 
 
Eine von Genistein abhängige Expression ließ sich auch mittels der Microarrayanalyse 
sowohl für die Strukturgene als auch für die durch putative tts-Boxen regulierten Gene 
 Ergebnisse  
 
58
beobachten. Für das Regulatorgen ttsI und die im gleichen Operon organisierten Gene konnte 
zum ZP 4 eine Induktion durch Genisteingabe nachgewiesen werden (Abb. 3.3 A und Tab. 
3.8). Diese Induktion war auch für weitere TTSS-Strukturgene nachweisbar (Tab. 3.8 und 
Abb. 3.3 F). Das gleiche Verhalten konnte man auch bei den weiteren durch putative tts-
Boxen kontrollierten Genen beobachten (Abb. 3.3 B-E). 
 
Tab. 3.8 TTSS-Strukturgene und durch putative tts-Boxen kontrollierte Gene mit einer 
Induktion 4 h (ZP 4) nach Genisteingabe zum Kulturmedium. Der dargestellte 
Induktionsfaktor basiert auf dem Vergleich der Messwerte von je 6 unabhängigen 
Flüssigkulturen mit Genistein- bzw. Methanolzugabe. 
Gen Name Faktor Gen Name Faktor 
blr1752 y4yP 5,0 blr1819 rhcR 5,1 
bll1798 y4yP 9,6 bsr1820 rhcS 4,7 
bll1799 y4yS 13 blr1821 rhcT 4,0 
bll1800 rhcV 8,2 blr1822 rhcU 5,7 
bll1801  9,0 bll1840  9,4 
bll1802  7,0 bll1841 y4yK 8,0 
bll1803 y4yQ 7,4 bll1843 ttsI 4,7 
bll1805  8,7 bll1842 rhcC2 5,7 
blr1813 rhcJ 6,2 blr1993  5,2 
blr1816 rhcN 5,9 blr1994  3,8 
blr1818 rhcQ 8,0 blr2058 yopT 7,8 
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3.3. Gentranskription bei Bradyrhizobium japonicum während der 
Symbiose mit Sojabohne (Glycine max)  
 
Um die Genexpression im Zustand der Symbiose zu untersuchen, wurden Keimlinge der 
Sojabohne (G. max) mit einer Kultur von B. japonicum inokuliert. Am 30. Tag wurden die 
Knöllchen geerntet, die Total-RNA isoliert und nach der entsprechenden Markierung mit den 
Microarrays hybridisiert. Als Kontrolle wurde pflanzliche Total-RNA aus Wurzeln einer nicht 
inokulierten Pflanze verwendet. 
Jedoch wurde bei jedem aufgebrachten PCR-Produkt eine Hybridisierung mit pflanzlicher 
Total-RNA aus Wurzeln der Sojabohne (G. max) beobachtet. Eine Signalzuordnung zu Total-
RNA von B. japonicum wäre demnach nicht möglich gewesen. Somit konnte die 
Untersuchung der Genexpression des symbiontischen Zustandes von B. japonicum nicht mit 
dem auf PCR-Produkten basierenden Microarray erfolgen. 
 
3.3.1. Einsatz eines auf Oligomeren basierenden Microarrays 
 
Um eine Lösung für das Problem der Kreuzhybridisierung pflanzlicher Total-RNA zu finden, 
wurden die Hybridisierungen mit einem auf Oligomeren basierenden Microarray wiederholt. 
Die Verwendung von Oligomeren sollte aufgrund ihrer kürzeren Länge die Möglichkeit der 
Kreuzhybridisierung reduzieren. Die Oligomere (50-mere) wurden von MWG Biotech 
(MWG Biotech AG, Deutschland) entworfen, synthetisiert und auf den Microarray 
aufgebracht. Für diesen Microarray wurden 96 Gene ausgewählt die auch auf dem auf PCR-
Produkten basierenden Microarray repräsentiert waren. Die anschließenden Hybridisierungen 
zeigten eine stark reduzierte Kreuzreaktion pflanzlicher Total-RNA mit den aufgebrachten 
Oligomeren. Diese traten nur im Bereich der Oligomere für die 16S rDNA und 23S rDNA 
auf. Prinzipiell war dieser Microarray für die Analyse der Gentranskription bei B. japonicum 
im symbiontischen Zustand geeignet. Bei der Analyse der Hybridisierungssignale wurden 
jedoch qualitative Mängel des Microarrays deutlich. Die auf dem Microarray aufgebrachten 
Duplikate der einzelnen Oligomere zeigten untereinander eine starke Abweichung in der 
aufgenommenen Signalstärke. Die dadurch verursachte große Varianz innerhalb des 
Microarrays machte eine Auswertung der Daten nicht möglich. 
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3.4. Genisteingehalt während des Versuchsverlaufes 
 
Da Genistein einen entscheidenden Einfluss auf die Expression bei B. japonicum hat, ist der 
Gehalt dieses Flavonoids für die Untersuchung der Gentranskription von entscheidender 
Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb der Genisteingehalt unter den gewählten 
Versuchsbedingungen in den Kulturmedien bestimmt. Dazu wurden von den jeweiligen 
Kulturen die aromatischen Verbindungen extrahiert und mittels HPLC-Analyse quantifiziert. 
Als Kontrolle wurden Kulturen mit Methanolzusatz und Kulturen ohne eine Zugabe von 
Methanol oder Genistein eingesetzt. Eine Verdünnungsreihe von Genistein diente als 
Standard für die HPLC-Analyse. Das Absorptionsmaximum für Genistein lag für 260 nm bei 
einer Retentionszeit von 33,8 min. Die Nachweisgrenze wurde bei einer Konzentration von 
<10 µM Genistein erreicht. In Kulturen, denen Methanol zugesetzt wurde, konnte kein dem 
Genistein entsprechendes Absorptionsmaximum identifiziert werden. Durch die HPLC-
Analyse war nur rund 1/200 der ursprünglichen eingesetzten Menge an Genistein 
nachweisbar. Möglicherweise wurde das Genistein durch den Kontakt mit dem Medium und 
den Bakterien in der Kultur gebunden und konnte durch eine Extraktion nicht freigesetzt 
werden. Während der ersten 24 Stunden des beobachteten Zeitraumes nimmt die 
Genisteinkonzentration um 10 % gegenüber der zu Beginn zugesetzten Menge ab. Erst nach 
24 Stunden nimmt der Genisteingehalt merklich ab und beträgt 48 Stunden nach 
Genisteingabe ~30 % der ursprünglichen Menge (Abb. 3.4). 
 
Abb. 3.4 Verlauf des Absorptionsmaximums des aus Flüssigkulturen extrahierten 
Genisteins. Die Werte wurden pro Zeitpunkt aus je 3 unabhängige Flüssigkulturen ermittelt. 
Das Lösungsmittel Methanol wurde als Kontrolle verwendet. Das Absorptionsmaximum wurde 
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4.1. Herstellung und Qualität des auf PCR-Produkten basierenden 
Microarrays 
 
Um die Beschränkung auf einzelne Gene bei der Untersuchung der Transkription bei 
B. japonicum zu umgehen, sollte ein Microarray hergestellt und die zugehörigen Techniken 
der Microarrayhybridisierung etabliert werden. 
 
4.1.1. Einsatz von PCR-Produkten für den Microarray 
 
Die Herstellung eines auf PCR-Produkten basierenden Microarrays wurde favorisiert, um 
gleichzeitig die DNA-Fragmente für die zielgerichtete Mutagenisierung einzelner Gene 
verwenden zu können. Dementsprechend wurden die PCR-Produkte durch die Gestaltung der 
Primer 5’-seitig mit Restriktionsschnittstellen versehen. Dies erlaubt eine orientierte 
Klonierung in geeignete Vektoren. 
Die Grundlage für die Auswahl der Gene und entsprechender PCR-Fragmente bildeten die bis 
dahin bekannten Sequenzen von B. japonicum. Unter anderem wurde die durch Göttfert et al. 
(2001) sequenzierte symbiontische Region einbezogen. Für 545 der 599 eingesetzten Gene 
konnten genspezifische Primerpaare ermittelt werden. Letztlich wurden 403 PCR-Produkte 
synthetisiert.  
Durch Kaneko et al. (2002a) erfolgte 2002 die Veröffentlichung der kompletten Sequenz des 
B. japonicum-Genoms. Dies ermöglichte im Nachhinein die Überprüfung der synthetisierten 
PCR-Produkte auf die Möglichkeit einer Kreuzhybridisierung. Daraufhin wurden 54 der auf 
dem Microarray aufgebrachten PCR-Produkte von der Auswertung ausgeschlossen. 
Um die Möglichkeit einer Kreuzhybridisierung einzuschränken, sollte bei der Auswahl 
geeigneter PCR-Produkte und Primerpaare die nun vollständig vorliegende 
Sequenzinformation einbezogen werden. Zum Beispiel berücksichtigt die von Xu et al. (2002) 
entwickelte Software „PRIMEGENS“ bei dem Design von genspezifischen Primerpaaren die 
gesamte Sequenzinformation. Ebenso könnte ein grundsätzlicher Verzicht auf PCR-Produkte 
und die Verwendung von genspezifischen Oligomeren eine potentielle Kreuzhybridisierung 
einschränken. Diese Tatsache konnte durch den eingesetzten, auf Oligomeren basierenden 





4.1.2. Einsetzbarkeit des hergestellten Microarrays 
 
Um die Verlässlichkeit des Microarrays zu validieren, wurden in einem ersten Schritt eine 
Auswahl von 40 der 403 PCR-Produkte sequenziert. Dabei wurde keine Abweichung von der 
gewünschten Sequenz festgestellt. Da dies für ~10 % aller PCR-Produkte zutrifft, ist 
anzunehmen, dass der überwiegende Teil der auf dem Microarray vorhandenen PCR-Produkte 
korrekt ist (3.1.1). Die Kontrolle mittels SYBR Green II-Färbung wies eine gleichmäßige 
Spotmorphologie und eine vergleichbare Menge an aufgebrachter DNA nach (3.1.2). Die 
gemessenen Signalintensitäten der Verdünnungsreihe genomischer DNA von B. japonicum 
wiesen auf keine Limitierung durch die aufgebrachte DNA-Menge hin. 
Durch die Untersuchung des Einflusses von Genistein auf die Transkription bei B. japonicum 
konnte auch die generelle Einsetzbarkeit des Microarrays nachgewiesen werden. Bei dem 
Vergleich der Transkription der nod-Gene und deren Regulatoren gab es keine 
grundsätzlichen Abweichungen mit bekannten Daten (3.2). Auch die Expression der TTSS-
Gene und des zugehörigen Regulators ttsI deckt sich mit den durch Krause et al. (2002) 
gemachten Beobachtungen. 
Die Untersuchung des symbiontischen Stadiums von B. japonicum ist mit der vorhandenen 
Form des Microarrays jedoch nicht möglich. Die pflanzliche Total-RNA zeigte unter den 
eingesetzten Bedingungen eine deutliche Kreuzhybridisierung mit den auf dem Microarray 
aufgebrachten PCR-Produkten. Diese unerwünschte Kreuzhybridisierung könnte sich durch 
Verwendung von Oligomeren unter Beachtung der Sequenz von Sojabohne (G. max) umgehen 
lassen (3.3). 
Der überwiegende Teil der auf dem Microarray vorhandenen Gene stammt aus der 
symbiontischen Region. Sowohl für die Nodulationsgene (u.a. nod, nol, noe) als auch für die 
Gene des TTSS ist aus vorhergehenden Arbeiten eine von Genistein abhängige Expression 
bekannt. Nicht bekannt war hingegen der Einfluss des Flavonoids Genistein auf die 
Expression der Gene für die Stickstofffixierung und Denitrifikation. Aufgrund der zum 
Zeitpunkt des Microarrayentwurfs zur Verfügung stehenden Sequenzinformation ist die 
Auswahl an Genen bzw. der zugehörigen funktionellen Gruppen (z.B. nod-Gene, TTSS-Gene, 
nif-Gene, fix-Gene) eingeschränkt. Um zum Beispiel neue Erkenntnisse über den Einfluss des 
Flavonoids Genistein zu gewinnen ist eine Ausweitung der auf dem Microarray 
repräsentierten Gene anzuraten. Hierbei könnte die nun vorliegende komplette Genomsequenz 




Um die erhaltenen Daten zu überprüfen sollten weitere Methoden eingesetzt werden. Eine 
häufig eingesetzte Methode ist die quantitative Realtime-PCR. Diese ermöglicht ebenso wie 
die Microarrayanalyse eine quantitative Erfassung der Gentranskription. Auch Northern-
Hybridisierungen eignen sich für die Transkriptionsanalyse einer größerer Mengen an Genen 
(Perret et al. 1999). Auch kann der gezielte Einsatz von Mutanten (z.B. nodD1, fixK2, rpoN1) 





4.2. Einfluss des pflanzlichen Signalmoleküls Genistein auf die 
Transkription bei Bradyrhizobium japonicum 
 
Um den Einfluss des pflanzlichen Signalmoleküls Genistein auf die Gentranskription bei 
B. japonicum zu untersuchen, wurde während dieser Arbeit die Microarraytechnologie 
eingesetzt. Im Rahmen einer Versuchsreihe wurden die Transkription bei B. japonicum zu den 
aufeinanderfolgenden Zeitpunkten (1 h, 2 h, 3 h und 4 h) nach Zusatz von Genistein bzw. des 
Lösungsmittels Methanol untersucht. Vor allem drei funktionelle Kategorien wiesen eine 
Induktion durch Genistein auf. Zum einem die für die Symbiose relevanten nod-Gene und 
deren Regulatoren, Gene des Stickstoffmetabolismus und Gene für die Bildung eines Typ III-
Sekretionssystems. 
 
4.2.1. nod-Gene und deren Regulatoren 
 
Ein Beispiel für, durch pflanzliche Signalmoleküle, induzierte Gene sind die in 
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium und Sinorhizobium gefundenen nodABC-Gene 
(Torok et al. 1984; Lamb et al. 1985; Nieuwkoop et al. 1987). Mulligan und Long wiesen in 
S. meliloti mittels einer nodC::lacZ-Fusion die Induktion durch pflanzliche Extrakte nach 
(Mulligan & Long 1985). Der Induktor wurde als das pflanzliche Flavonoid Luteolin 
identifiziert (Peters et al. 1986). Für B. japonicum ist neben dem Flavonoid Daidzein, das 
Flavonoid Genistein ein Induktor der nod-Gene (Kosslak et al. 1987). 
In dieser Arbeit konnte für die Gene des Operons nodYABCSUIJMNOZ eine Induktion durch 
Genistein nachgewiesen werden. Außer für die nicht auf dem Microarray repräsentierten Gene 
nodU und nolM war für alle Gene dieses Operons eine signifikante Induktion zu beobachten 
(3.2.1). Diese Daten bestätigen bisherige Untersuchungen mit Reportergenfusionen. Als 
Beispiel ist unter anderem die Induktion einer nodY::lacZ-Fusion und einer nodC::lacZ-
Fusion durch das Flavonoid Genistein zu nennen (Banfalvi et al. 1988). Mittels Northern-
Hybridisierung konnte bei B. japonicum eine gleichzeitige Transkription von nolMNO und 
nodYABCSUIJ nachgewiesen werden. Dies deutet auf die Organisation als ein Operon hin 
(Luka et al. 1993). Weitere signifikante Induktionen waren für die Gene noeI, blr2073 (noeE-




Induktion einer noeE::lacZ-Fusion nach Zugabe von Flavonoiden beobachtet werden (Hanin 
et al. 1997). 
Die positive Regulation der Transkription der Nodulationsgene wird durch NodD1 und das 
Zweikomponentenregulationssystem NodVW in Abhängigkeit vom pflanzlichen Induktor 
gesteuert (1.3). Für nodD1 konnte keine von Genistein abhängige Regulation nachgewiesen 
werden. Aufgrund der potentiellen Kreuzhybridisierung kann für die Gene nodV oder nodW 
des Zweikomponentenregulationssystems keine gesicherte Aussage getroffen werden (3.1.3). 
Für das PCR-Produkt, das das Gen nodV repräsentieren sollte, war zwei Stunden nach 
Genisteingabe eine signifikante Induktion mit dem Faktor 2 nachweisbar. Möglich wäre somit 
eine Induktion des Gens nodV oder des dazu homologen Gens nwsA. NwsA ist Teil des 
Zweikomponentenregulationssystems NwsAB und an der Bradyoxetin-vermittelten 
Regulation der nod-Gene beteiligt. 
Über den untersuchten Zeitraum von 4 Stunden nach Genisteingabe nimmt die beobachtete 
durchschnittliche Induktion der nod-Gene ab (Abb. 4.1). Dieses Verhalten lässt sich nicht mit 
einer möglichen Abnahme des Flavonoids Genistein im Kulturmedium erklären. Die 
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Abb. 4.1 Durchschnittliche Induktionsfaktoren des 
Operons blr2024-blr2035 (nodYABCSUIJMNOZ) 
nach Genisteingabe zum Kulturmedium. Angabe des 
Induktionsfaktors (y-Achse) zu den jeweiligen 
Messpunkten (x-Achse) nach Genisteingabe 
 
Bekannte negative Regulatoren für die Transkription der nod-Gene sind NolA und NodD2 




beiden Regulatoren differentiell expremiert (Abb. 4.2). Sadowsky et al. (1991) zeigte eine 
Induktion des Gens nolA durch Zusatz von Genistein oder eines Samenextraktes der 
Sojabohne (G. max). Aus dieser Arbeit geht auch eine Abhängigkeit der Expression des Gens 
nolA von NodD1 hervor. Dies könnte die, in dieser Arbeit beobachtete, Induktion der 
Expression des Gens nolA durch Genisteingabe erklären. Hinzu kommt bei der Expression 
von nolA der Mechanismus der Rückkopplung (1.3.2). Durch die Produkte der oben 
beschriebenen, induzierten nod-Gene werden Nod-Faktoren synthetisiert. Die dabei 
entstehenden Chitinoligomere führen zu einer steigenden Expression des Regulators nolA und 
in Folge zu einer Erhöhung der Expression von nodD2. Der resultierende Anstieg des 
Negativregulators NodD2 könnte zu der beobachteten, sinkenden Expression der nod-Gene 
führen. 
 
Abb. 4.2 Regulationsmodell der nod-Gentranskription mit der in dieser Arbeit 
nachgewiesenen Induktion durch das Flavonoid Genistein; Erläuterungen Text, rote 
Unterlegung: nachgewiesene Induktion nach Genisteingabe, blaue Unterlegung: mögliche 
Induktion durch Genisteingabe, aufgrund einer möglichen Kreuzhybridisierung ist keine 





Voraussetzung für die Induktion durch Genistein mittels der Regulatoren NodD1 oder 
NodVW ist die als nod-Box bezeichnete Konsensussequenz im Promotorbereich der Gene. In 
der symbiontischen Region von B. japonicum sind im Rahmen der Sequenzierung bekannte 
nod-Boxen bestätigt und neue identifiziert worden (Göttfert et al. 2001). So gibt es nod-Boxen 
im Promotorbereich der auf verschiedenen Operons aufgeteilten nod-Gene. Das Operon nodY-
nodZ verfügt ebenso wie das Regulatorgen nodD1 und das Operon nolZY über eine nod-Box 
im Promotorbereich. Ein zur nod-Box homologe Sequenz geht den Genen blr2073blr2074 
(noeE-Homologe) voraus. Zur nod-Box homologen Sequenzen können bis auf eine Ausnahme 
im Promotorbereich aller an der Synthese und Modifikation der Nodulationsfaktoren 
zuständige Gene ausgemacht werden. Der putative Promotorbereich des Genistein abhängig 
expremierten Gens noeI weist keine nod-Box auf. 
Im Bereich der symbiontischen Region weisen zwei weitere Operons eine nod-Box auf. Zum 
einem das Operon id289-bll1840, dieses codiert unter anderem für einen Regulator zur 
Bildung eines Typ III-Sekretionssystems und eine zugehörige Strukturkomponente (4.2.4), 
zum anderen das Operon bsr1863id330. Für id330 liegt keine Homologie zu bekannten Genen 
vor und es kann keine Funktion zugewiesen werden. Ebenso gibt es keine Hinweise für die 
Funktion des Gens bsr1863, da auch keine Homologie zu bekannten Genen besteht. 
 
4.2.2. Denitrifikationsgene und deren Regulatoren 
 
Wie unter 1.5 beschrieben, ist das Bakterium B. japonicum unter bestimmten Bedingungen zur 
Denitrifikation fähig. Dieser alternative Respirationsweg ist an mikroaerobe oder anaerobe 
Bedingungen und ein Angebot an Stickstoffverbindungen wie Nitrate und Nitrite geknüpft. 
Die für den ersten Schritt der Denitrifikation benötigten Proteine werden in B. japonicum 
durch den Operon napEDABC codiert (Abb. 1.4). 
Dieses Operon wurde auf dem Microarray durch die Gene napE, napD und napA 
repräsentiert. Für die Gene napD und napA konnten signifikante Induktionen nach 
Genisteingabe nachgewiesen werden, während dies für napE nicht möglich war. Auch die 
vorhandenen Gene norC und norB des Operons norECBQD der Stickoxidreduktase zeigten 
eine vom Genistein abhängige Induktion. Dies war auch für die präsenten Gene nosZ, nosD, 
nosY, nosL und nosX des Operons nosRZDFYLX der Fall. Für das Gen nosF war keine 





Die bekannten Regulatoren für die Expression der Denitrifikationsgene sind unter 1.5.1 
beschrieben worden. Mittels der durchgeführten Microarrayanalyse konnte nur für das Gen 
des Regulators NnrR eine signifikante Induktion durch Genistein ermittelt werden. Für die 
Gene fixL und fixJ konnte ein vom Genistein unabhängige, signifikante Expression 
nachgewiesen werden. Dies könnte auf die bekannte Regulation der Denitrifikationsgene über 
die FixLJ-FixK2-Kaskade hindeuten (Bedmar et al. 2005). Unter den gewählten 
Versuchsbedingungen konnte eine Induktion der an der Denitrifikation beteiligten Gene unter 
Genisteinzugabe gegenüber Methanol beobachtet werden (Abb. 3.2). 
Die beobachtete Induktion der Denitrifikationsgene durch Genistein ist aus bisherigen 
Untersuchungen noch nicht bekannt. Durchgeführte Inokulationsversuche mit B. japonicum-
Mutanten und Sojabohne (G. max) zeigen jedoch ein interessantes Bild. Mesa et al. (2004) 
untersuchten das Verhalten von Mutanten der Gene nirK, norC und nosZ auf ihre Expression 
und die Fähigkeit zur Nodulation des Symbiosepartners. Es konnte unter Verwendung von 
PnirK-lacZ-, PnorC-lacZ- und PnosZ-lacZ-Fusionen ein Expression der Gene in den Knöllchen 
und in den daraus isolierten Bacteroiden gezeigt werden. Diese Expression lag um den Faktor 
10, 5 bzw. 7 höher als zur Kontrolle und sie war unabhängig von der Behandlung der Pflanzen 
mit KNO3, einem Induktor der Expression der Denitrifikationsgene. In den nun 
anschließenden Versuchen mit den Deletionsmutanten konnte eine Abhängigkeit der 
Nodulationseffizienz von der Gegenwart von KNO3 gezeigt werden. Pflanzen, die ohne eine 
Stickstoffquelle aufgezogen wurden und somit auf die Stickstofffixierung durch die 
Symbionten angewiesen waren, zeigten keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp von 
B. japonicum und den eingesetzten Mutanten. Wurden die Pflanzen in Gegenwart von KNO3 
kultiviert, zeigten die Pflanzen, welche mit Mutanten der Gene nirK und norC inokuliert 
wurden, eine signifikant verringerte Knöllchenanzahl und Knöllchentrockengewicht über den 
gesamten beobachteten Zeitraum. Ebenso war das Trockengewicht und der Stickstoffgehalt 
der Pflanzen verringert. Dass Nitrat und dessen Verwertung einen Einfluss auf die 
Besiedlungsfähigkeit hat, ist auch von anderen Organismen bekannt. Nitratreduktasemutanten 
von Pseudomonas flourescens zeigten gegenüber dem Wildtyp eine verringerte Kompetenz 
zur Besiedlung der Rhizosphäre von Mais (Ghiglione et al. 2000). Unter anderem ist Nitrat 
(NO3-) ein bekannter Inhibitor der Knöllchenbildung in Leguminosen (Streeter 1988). Die 
Nodulationsfähigkeit von einigen Rhizobium-Stämmen kann direkt von der Gegenwart einer 
Nitratreduktase abhängen (Serrano & Chamber 1990). Die Verwertung von vorhandenen 
Stickoxiden durch die Denitrifikation könnte die Ausbildung der Symbiose in einem 




der Denitrifikationsgene während der Expression der nod-Gene, nach erfolgter Induktion 
durch Genistein, und dem anschließenden Prozess der Nodulation könnte einen positiven 
Einfluss auf die Nodulationsfähigkeit haben. Die in dieser Arbeit beobachtete Induktion der 
Denitrifikationsgene durch Genistein könnte auf eine solche, bisher unbekannte Koregulation 
der Transkription hindeuten (Abb. 4.3). 
 
 
Abb. 4.3 Modifiziertes Regulationsmodell der Expression der Denitrifikationsgene in 
B. japonicum. Erläuterungen siehe Abb. 1.5 und Text, grüne Unterlegung: Expression 
nachgewiesen, rote Unterlegung: Induktion durch Genistein nachgewiesen 
 
4.2.3. Gene der Stickstofffixierung und deren Regulatoren 
 
Innerhalb des beobachteten Zeitraumes konnte eine Expression und Induktion von Genen 
beobachtet werden, die eine Rolle bei der Stickstofffixierung durch B. japonicum spielen 
(Abb. 4.4). Die an der Bildung des Nitrogenasekomplexes beteiligten und auf dem Microarray 
repräsentierten Gene zeigten alle zum ZP 4 eine Expression. Dies würde die Bildung eines 
Nitrogenasekomplexes zu diesem Zeitpunkt ermöglichen. Die nachgewiesene Expression der 
Gene fixL, fixJ, nifA und regS deutet auf die bekannten Regulationsmechanismen bei der 
Bildung des Nitrogenasekomplexes hin (1.4.1 und Abb. 4.4). 
Bekannt ist die vom Sauerstoffgehalt abhängige Aktivität und teilweise vom Sauerstoff 
beeinflusste Stabilität der Regulatoren NifA bzw. des Zweikomponentenregulationssystems 
FixLJ (Thöny et al. 1989; Morett et al. 1991). Bezogen auf die Arbeit von Sciotti et al. (2003) 
gibt es eine unterschiedliche Sensitivität beider Regulationssysteme auf den Sauerstoffgehalt. 




hup, nnrR) zeigen eine mit sinkendem Sauerstoffgehalt ansteigende Transkription. Bezieht 
man sich auf bisherige bekannte Regulationsmechanismen, so deutet die Expression dieser 
Gene auf ein limitiertes Sauerstoffangebot hin. Als Folge dieser Beobachtung sollte eine 
Bestimmung des Sauerstoffgehalt unter den gewählten Versuchsbedingungen erfolgen. Eine 
Wiederholung unter Einsatz definierter Gase für die Simulation anaerober und aerober 
Bedingungen könnte zur Verifizierung der Beobachtungen beitragen. 
 
 
Abb. 4.4 Regulationsmodell der für die Stickstofffixierung benötigten Gene 
mit nachweislicher Expression und Induktion durch Genistein. Erläuterungen 
siehe Abb. 1.5 und Text, grüne Unterlegung: nachgewiesene Expression, rote 





4.2.4. Typ III-Sekretionssystem 
 
Wie unter 3.2.3 aufgeführt, wurde durch die Genisteingabe zum Kulturmedium die Expression 
von TTSS-Strukturgenen und putativ sekretierten Proteinen induziert. 
Dies betraf auch das Regulatorgen ttsI und die im gleichen Operon organisierten Gene. Diese 
Induktion kann auf die zur nod-Box homologen Sequenz im Promotorbereich dieses Operons 
zurückzuführen sein (Abb. 3.3). Bei allen weiteren induzierten Genen bzw. Operons ist eine 
zur tts-Box homologe Sequenz im Promotorbereich zu finden. Bis auf das Gen y4yJ war für 
alle dieser Gene eine vom Genistein abhängige Expression nachweisbar. Eine Ausnahme bei 
den TTSS-Strukturgenen bildet rhcC1. Im Promotorbereich dieses Gens ist keine zur nod-Box 
oder tts-Box homologe Sequenz erkennbar. Demnach wäre eine vom Genistein unabhängige 
Expression zu erwarten. Dies war für die untersuchten Bedingungen auch der Fall. Dieses 
Verhalten ist auch von nolW, einem zu rhcC1 homologe Gen in S. fredii USDA257, bekannt. 





4.2.5. Das Genistein-Stimulon 
 
Bei der Untersuchung des Einflusses von Genistein auf B. japonicum konnte eine Vielzahl an 
signifikanten Änderungen bei der Transkription beobachtet werden. Wie in den 
vorausgehenden Kapiteln beschrieben, wurde die Induktion der nod-Gene nachgewiesen 
(4.2.1). Auch die Transkription von Genen für die Bildung eines TTSS war durch Genistein 
induziert worden (4.2.4). Außerdem gelang der Nachweis der Induktion der Gene für die 
Denitrifikation (4.2.2) und die Stickstofffixierung (4.2.3 und Abb. 4.5). 
 
4.2.5.1. Die TTSS- und nod-Gene 
 
Der bekannte Regulationsweg der durch Genistein induzierten Transkription erfolgt über das 
Promotorelement der nod-Box (1.3.1). An diese Konsensussequenz im Promotorbereich der 
betreffenden Gene ist die Regulation durch NodD1 und NodVW gebunden. Für Transkription 
des Gens nodD1 und nodW konnte keine Induktion durch Genistein nachgewiesen werden. 
Aufgrund einer möglichen Kreuzhybridisierung kann die beobachtete Induktion des Gens 
nodV auch auf eine Induktion des Regulatorgen nwsA zurückzuführen sein. Die beobachtete 
sinkende Expression der nod-Gene kann verschiedene Ursachen haben. Zum einem käme ein 
Abbau des Flavonoids Genistein als Induktor der nod-Genexpression in Frage. Durch die 
HPLC-Analyse konnte nur 1/200 der ursprünglich eingesetzten Menge nachgewiesen werden. 
Die verbliebene, nachweisbare Menge an Genistein nahm erst nach 24h sichtbar ab (3.4). 
Demnach wäre die abnehmende Induktion der nod-Gene nicht mit sinkenden 
Genisteinkonzentration zu erklären. Durch zurückliegende Arbeiten sind zwei negative 
Regulationsmechanismen für die nod-Gene bekannt. Durch die synthetisierten Nod-Faktoren 
kommt es zu einer steigenden Expression von nolA und in Folge von nodD2. Neben dieser 
Rückkopplung existiert die über das Zweikomponentenregulationssystem NwsAB vermittelte 
Induktion von nolA und nodD2 in Folge der Bildung von Bradyoxetin (1.3.2 und 1.3.3). In 
beiden Fällen kommt es zu einer Repression der nod-Gene. Für beide Gene, nolA und nodD2, 
konnte eine entsprechende Induktion durch Genistein nachgewiesen werden. 
Eine nod-Box enthält auch der Promoterbereich des Operons mit dem TTSS-Regulatorgen 
ttsI. Wie zu erwarten konnte unter Genisteingabe eine Induktion dieses Operons beobachtet 




Induktion nachgewiesen werden. Die von Krause et al. (2002) untersuchten Gene zeigten auch 
hier die gleiche Reaktion auf das Flavonoid Genistein.  
 
4.2.5.2. Gene der Stickstofffixierung und der Denitrifikation 
 
Die von Genistein abhängige, beobachtete Induktion der Gene für die Stickstofffixierung und 
Denitrifikation ist für B. japonicum bisher nicht nachgewiesen worden. Bisherige 
Untersuchungen zeigen nur eine vom Sauerstoffgehalt abhängige Expression dieser Gene auf. 
Interessanterweise gibt es eine Untersuchung des Einflusses von Daidzein auf die Expression 
bei R. sp. NGR234. Dabei wurden Kulturen mit dem Flavonoid Daidzein versetzt. Mittels 
einer Reverse Northern-Hybridisierung wurde der Einfluss des Flavonoids auf die Plasmid-
lokalisierten Gene untersucht. Nach 24 Stunden konnte eine Transkription der nebeneinander 
lokalisierten Gene fixB, fixC, fixX und nifA nachgewiesen werden. Dieses Verhalten traf auch 
für die Gene nifW und nifS zu. Diese Gene sind für eine funktionierende Stickstofffixierung 
notwendig. Im gleichen Zeitraum war die Induktion von verschiedenen nod-Genen (nolK, 
noeL, nodZ, noeK, noeJ) nachweisbar (Freiberg et al. 1997). 
Ein weiterer interessanter Aspekt ergibt sich aus der beobachteten Expression der für die 
Denitrifikation und Stickstofffixierung notwendigen Gene. Wie unter 1.4.1 und 1.5.1 
beschrieben hängt die Induktion dieser Gene von dem Regulator FixK2 ab (Abb. 4.5). Die 
Regulation durch FixK2 geht mit einem, in der Promotorregion der betreffenden Gene 
lokalisierten, Sequenzmotiv einher. Durch die Sequenzierung der symbiontischen Region 
konnten mehrere dieser FixK-Konsensussequenzen identifiziert werden (Göttfert et al. 2001). 
Eine solche FixK-Konsensussequenz befindet sich unter anderem bei dem durch FixK2 
regulierten Gen rpoN1 und interessanterweise auch 5’-seitig des Transkriptionsstarts von 
nolA. Die Schlussfolgerung wäre, dass unter Bedingungen die eine Stickstofffixierung 
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Das Bakterium Bradyrhizobium japonicum ist wie andere Rhizobien in der Lage mit Pflanzen 
der Familie Fabales (Leguminosen) eine Symbiose einzugehen. Im symbiontischen Zustand 
fixieren die Mikrosymbionten atmosphärischen, molekularen Stickstoff und stellen diesen den 
Pflanzen in verwertbarer Form zur Verfügung. Im Gegenzug erhalten die Bakterien von den 
Pflanzen verschiedene Verbindungen als Kohlenstoff- und Energiequelle. 
Dem geht ein komplexer Signalaustausch voraus um die gegenseitige Erkennung der Partner 
und die Spezies-spezifische Symbiose zu ermöglichen. Auf Seite der Bakterien erfolgt die 
Reaktion auf die Gegenwart pflanzlicher Signalmoleküle. In B. japonicum induziert das 
Flavonoid Genistein die Transkription einer Reihe von Genen. Durch die Expression der nod-
Gene erfolgt eine Synthese von Lipochitooligosacchariden. Diese sogenannten 
Nodulationsfaktoren rufen wiederum eine Reaktion in der Wirtspflanze hervor. 
Um die zugrunde liegende Genexpression und deren Regulationsmechanismen zu erforschen, 
standen bis dato nur Methoden für die Untersuchung einzelner Gene zur Verfügung. Die 
erstmals 1995 publizierte Microarraytechnologie eröffnete die Möglichkeit zu einem 
Zeitpunkt die Gentranskription eines gesamten Organismus zu untersuchen (Schena et al. 
1995). 
Um mit dieser Technologie die Gentranskription bei B. japonicum zu untersuchen, wurde ein 
auf PCR-Produkten basierender Microarray hergestellt. Grundlage für die Synthese 
genspezifischer PCR-Produkte war die symbiontische Region von B. japonicum und andere 
zu diesem Zeitpunkt bekannte Gensequenzen (Göttfert et al. 2001). Nach der 2002 erfolgten 
Veröffentlichung des Genoms von B. japonicum erfolgte ein Abgleich der bisher verwendeten 
Sequenzen mit der vollständigen Sequenzinformation (Kaneko et al. 2002a). Nach Synthese 
der PCR-Produkte und deren Kontrolle durch Sequenzierung erfolgte die Herstellung des 
Microarrays unter Einsatz eines Microarrayspotters. Geeignete Techniken der cDNA-
Markierung und die Microarray-Hybridisierung wurden mit Total-RNA von B. japonicum-
Kulturen ausgetestet und etabliert. 
Um die prinzipielle Funktionalität des hergestellten Microarrays und der eingesetzten 
Techniken zu testen, wurde der Einfluss des Flavonoids Genistein auf die Transkription bei 
B. japonicum untersucht. In einem ersten Schritt wurde die Transkription in Einzelversuchen 
über einen Zeitraum von 48 Stunden nachgeprüft. Zwischen dem Flavonoid Genistein und 
dem Lösungsmittel Methanol als Kontrolle war 48 h, 24 h und 12 h nach Zusatz zum 
Kulturmedium keine differentielle Expression zu beobachten. Eine geringe Induktion 
bekannter Gene (nod-Gene) durch das Flavonoid Genistein war 6 h nach Zusatz zum 
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Kulturmedium zu sehen. Daraufhin wurden die Zeitpunkte 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach 
Genisteingabe für die Microarrayanalyse ausgewählt. 
Eine differentielle Expremierung war eine Stunde nach Genistein- bzw. Methanolgabe zum 
Kulturmedium nicht nachweisbar. Zum darauffolgenden Zeitpunkt konnte die bekannte 
Induktion der nod-Gene durch dass Flavonoid Genistein beobachtet werden. Diese Induktion 
fiel in den verbleibenden zwei Zeitpunkten stark ab. Dieser Abfall der Induktionsrate ließ sich 
nicht mit dem Genisteingehalt im Kulturmedium erklären, da dieser Zeitraum konstant blieb. 
Vier Stunden nach Genisteingabe war die Induktion der Gene nolA und nodD2, deren 
Produkte sind an der negativen Regulation der nod-Gene beteiligt, nachweisbar. Dies wäre 
eine mögliche Erklärung für den Abfall der Induktion der nod-Gene. 
Im gleichen untersuchten Zeitraum wurde die Transkription verschiedener Gene der 
Stickstofffixierung und Denitrifikation durch das Flavonoid Genistein induziert. Auch für die 
bekannten Regulatoren dieser Gene war eine Induktion nachweisbar. Nach bisherigen 
Arbeiten war die Expression dieser Gene auf mikroaerobe und anaerobe Zustände, wie z.B. 
dem symbiontischen Stadium, beschränkt. Eine Induktion durch Flavonoide ist bisher nicht 
beobachtet worden. 
Um die Verwendbarkeit des Microarrays auch für den symbiontischen Zustand von 
B. japonicum zu testen, wurden Versuche mit Wurzelknöllchen von Sojabohne (Glycine max) 
durchgeführt. Dafür wurden Keimlinge der Sojabohne (G. max) mit B. japonicum inokuliert 
und die Total-RNA der entstehenden Wurzelknöllchen isoliert. Jedoch war eine 
Kreuzhybridisierung mit pflanzlicher Total-RNA zu beobachten. Der auf PCR-Produkten 
basierende Microarray ist für die Untersuchung des symbiontischen Stadiums von 
B. japonicum nicht einsetzbar. Im Vergleich dazu wurde ein auf Oligomeren basierender, 
kommerzieller Microarray für diesen Versuch getestet. Die Kreuzhybridisierung mit 
pflanzlicher Total-RNA war auf die Oligomere für die 16S rDNA und 23S rDNA reduziert. 
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7.1. Verwendete Perl-Scripte 
 
Die für das Design der Primer für die Synthese genspezifischer PCR-Produkte verwendeten 
Scripte sind in diesem Abschnitt aufgeführt. Detaillierte Informationen sind dem Abschnitt 




print "\nInput file: ";
chomp($in=<STDIN>);











next unless (($seqname,$seq) = /(.*?)\n(.*)/s);
$seq =~ s/\W//g;
#print"$seqname -- $seqmis\n";




































print OUT "ID\tSEQUENCE\tsize ( bp)\t";
print OUT "FORWARD PRIMER1 (5'-3')\tsize\tTm(°C)\tmispriming
\tscore\tREVERSE PRIMER1 (5'-3')\tsize\tTm(°C)\tmispriming
\tscore\tpair mispriming\tscore\tPRODUCT1 size ( bp)\tstart ( bp)\tend ( bp)\t\t";
print OUT "FORWARD PRIMER2 (5'-3')\tsize\tTm(°C)\tmispriming\
tscore\tREVERSE PRIMER2 (5'-3')\tsize\tTm(°C)\tmispriming\
tscore\tpair mispriming\tscore\tPRODUCT2 size ( bp)\tstart ( bp)\tend ( bp)\t\t";
print OUT "FORWARD PRIMER3 (5'-3')\tsize\tTm(°C)\tmispriming\
tscore\tREVERSE PRIMER3 (5'-3')\tsize\tTm(°C)\tmispriming\









































































print("Es wurden folgende Versuchskomponenten erkannt:")
ref<-uniqueTargets(TargetsLIMMA)
print(ref)
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